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F ig u r e 2 6 : E x p e r im e n t 1 o f 3 : D o s e - d e p e n d e n t e f f e c t o f d i e s e l a n d b i o d i e s e l e x t r a c t s o n
(A ) I L - 8 a n d (B ) I L - 6 r e l e a s e f r o m B E A S - 2 B . I n t h e s e g r a p h s t h e b io d i e s e l c a t e g o r y i s s p l i t
i n t o S E E a n d SM E . T h e s o l i d l i n e r e p r e s e n t s t h e l i n e a r r e g r e s s i o n o f t h e m e a n a n d t h e
d o t t e d l i n e s m a r k t h e b o u n d a r y o f t h e 9 5% c o n fi d e n c e i n t e r v a l f o r t h e r e g r e s s i o n l i n e 6 0
F i g u r e 2 7 : E x p e r i m e n t 2 o f 3 : D o s e - d e p e n de n t e f f e c t o f d i e s e l a n d b i o d i e s e l e x t r a c t s o n
(A ) I L - 8 a n d (B ) I L - 6 r e l e a s e f r o m B E A S - 2 B . S o y e t h y l e s t e r (S E E ) a n d s o y m e t h y l e s t e r
(SM E ) a r e g r o u p e d a s b i o d i e s e l . E a c h r e p l i c a t e i s p l o t t e d f o r e a c h e x p o s u r e d o s e . T h e
s o l i d l i n e r e p r e s e n t s t h e l in e a r r e g r e s s i o n o f t h e m e a n a n d t h e d o t t e d l i n e s m a r k t h e b o u n d a r y
o f t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i n t e r v a l f o r t h e r e g r e s s i o n l i n e 6 2
F i g u r e 2 8 : E x p e r i m e n t 2 o f 3 : D o s e - d e p e n d e n t e f f e c t o f d ie s e l a n d b i o d i e s e l e x t r a c t s o n
(A ) I L - 8 a n d (B ) I L - 6 r e l e a s e f r o m B E A S - 2B . I n t h e s e g r a p h s t h e b i o d i e s e l c a t e g o r y i s s p l it
i n t o S E E a n d SM E . T h e s o l i d l i n e r e p r e s e n t s t h e l i n e a r r e g r e s s i o n o f t h e m e a n a n d t h e
do t t e d l i n e s m a r k t h e b o u n d a r y o f t h e 9 5% c o n fi d e n c e i n t e r v a l f o r t h e r e g r e s s i o n l i n e 6 3
X I
F i g u r e 2 9 : E x p e r i m e n t 3 o f 3 : D o s e - d e p e n d e n t e f f e c t o f d i e s e l a n d b i o d ie s e l e x t r a c t s o n
(A ) I L - 8 a n d (B ) I L - 6 r e l e a s e f r o m B E A S - 2 B . S o y e t h y l e st e r (S E E ) a n d s o y m e t h y l e s t e r
(SM E ) a r e g r o u p e d a s b i o d i e s e l . E a c h r e p l i c a t e i s p l o t t e d f o r e a c h e x p o s u r e d o s e . T h e
s o l i d l in e r e p r e s e n t s t h e l i n e a r r e g r e s s i o n o f t h e m e a n a n d t h e d o t t e d l i n e s m a r k t h e bo u n d a r y
o f t h e 9 5% c o n f i d e n c e i n t e r v a l f o r t h e r e g r e s s i o n l i n e 6 5
F i g u r e 3 0 : E x p e r i m e n t 3 o f 3 : D o s e - d e p e n d e n t e f fe c t o f d i e s e l a n d b i o d i e s e l e x t r a c t s o n
(A ) I L - 8 a n d (B ) I L - 6 r e l e a s e f r o m B E A S - 2 B . I n t h e s e g r a p h s t h e b i o d i e s e l c a t e g o r y i s s p l i t
in t o SE E a n d SM E . T h e s o l id l i n e r e p r e s e n t s t h e l i n e a r r e g r e s s i o n o f t h e m e a n a n d t h e
d o t t e d l i n e s m a r k t h e b o u n d a r y o f t h e 9 5 % c o n f i d e n c e in t e r v a l f o r t h e r e g r e s s i o n l i n e 6 6
F i g u r e 3 1 : B E A S - 2 B e x p o s e d t o S R M 19 7 5 f o r 2 4 h o u r s . (A ) E x t r a c e l l u l a r I L - 8
c o n c e n t r a t i o n , (B ) E x t r a c e l l u la r I L - 6 c o n c e n t r a t i o n . M e a n a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n o f t h e
m e a n ( SD ) p l o t t e d 7 1
F i g u r e 3 2 : R e p r e s e n t a t i v e U V A ' I S s c a n s f r o m o n e e x p e r i m e n t f o r t h e 4 0 ^ g PM e q /m l d o s e
o f (A ) s o y e t h y l e st e r (S E E ) , (B ) s o y m e t h y l e s t e r (SM E ), a n d (C ) p e t r o l e u m d i e s e l B o x e d
in b l u e i s t h e s p e c t r u m f o r t h e 2 6 0
- 3 4 0 n m r e g i o n 7 2
F i g u r e 3 3 : R e p r e s e n t a t i v e U V A ' I S s c a n s f r o m o n e e x p e r i m e n t f o r t h e 4 0 n g PM e q /m l d o s e
o f (A ) S o l v e n t B l a n k a n d (B ) 5 0 |j g PM e q /m l SR M 1 19 75 . B o x e d i n b l u e i s t h e sp e c t r u m
f o r t h e 2 60 - 3 4 0 n m r e g i o n 7 4
X I I
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E L I S A
F - T D i e s e l
U S E PA
G M - C S F
H C
h p - h
I k B
I L - 6
I L - 8
I L - 1 3
K G M
K O H




L R R I
M A PK
M M G Y
M SA T
M T T
M T B E
N A A Q S
N B B
N H B E
N F - k B
1 - n i t r o p y r e n e
A n a ly s i s o f V a r i a n c e
A r y l h y d r o c a r b o n s r e c e p t o r (A h R ) r e s p o n s i v e e l e m e n t
A c u t e r e s p i r a t o r y d i s t r e s s s y n d r o m e
A m e r i c a n S o c i e t y f o r T e s t in g a n d M a t e r i a l s
A m e r i c a n T i s s u e C u l t u r e C o l l e c t i o n
10 0 % B i o d i e s e l
B i o d i e s e l E m i s s i o n s
B r o n c h i a l E p it h e l i a l C e l l s t r a n s f o r m e d w i t h v i r u s
B r a k e - H o r s e P o w e r H o u r
C l e a n A i r A c t
C a r b o n m o n o x i d e
C a r b o n d i o x i d e
C y t o c h r o m e P 4 50 l A
C e r t i f i e d N o . 2 D i e s e l f u e l
D i c h l o r o m e t h a n e
D i m e t h y l s u l f o x i d e
D e p a r t m e n t o f E n e r g y
M e d i a n E f f e c t iv e D o s e
E n z y m e - l i n k e d Im m u n o s o r b e n t A s s a y
F i s c h e r - T r o p s c h d i e s e l
U n it e d St a t e s E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y
G r a n u l o c y t e m a c r o p ha g e c o l o n y s t i m u l a t i n g f a c t o r
H y dr o c a r b o n
H o r s e p o w e r - h o u r
a n in h i b i t o r y p r o t e i n k i n a s e
I n t e r l e u k i n - 6
I n t e r l e u k i n - 8
I n t e r l e u k i n - 1 3
K e r a t i n o c y t e G r o w t h M e d i a
P o t a s s i u m H y d r o x i d e
k i l o w a t t - h o u r
l it e r
L a c t a t e D e h y d r o g e n a s e
L ip o p o ly s a c c h a r i d e
L o v e l a c e R e s p ir a t o r y R e s e a r c h I n s t it u t e
m i t o g e n - a c t iv a t e d p r o t e i n k i n a s e
M i l l io n G a l lo n s p e r y e a r
M o b i l e S o u r c e A i r T o x i c s
t e t r a z o l i u m s a lt , (3 - (4 , 5 - d im e t h y lt h i a z o l y l - 2 ) - 2 , 5 -
d i p h e n y l t e t r a z o l i u m b r o m i d e )
M e t h y l - B u t y l E t h e r
N a t i o n a l A m b i e n t A i r Qu a l it y St a n d a r d s
N a t i o n a l B i o d i e s e l B o a r d
N o r m a l H u m a n B r o n c h i a l E p i t h e l i a l C e l l s
N u c l e a r f a c t o r - i c B
X I I I
N I S T
N O x


































U V /V I S
N a t i o n a l I n s t i t u t e o f St a n d a r d s & T e c h n o l o g y
T o t a l o x i d e s o f n i t r o g e n
N A D PH q u i n in e o x i d o r e d u c t a s e - 1
O p t i c a l D e n s i t y
P o l y c y c l i c A r o m a t i c H y d r o c a r b o n
L e a d
p i c o g r a m
P a r t i c u l a t e M a t t e r
P a r t i c u l a t e M a t t e r < 2 . 5 ^ m
P a r t i c u l a t e M a t t e r < 1 0 )a m
P a r t i c l u a t e m a t t e r e q u i v a l e n t
R a p e s e e d E t h y l E s t e r
R e v e r t a n t s (A m e s A s s a y )
R e v e r t a n t s p e r m g p a r t i c u l a t e m a t t e r e q u i v a l e n t
R a p e s e e d M e t hy l E st e r
C a l i f o r n i a r e f o r m u l a t e d i e s e l
R e a c t iv e O x y g e n Sp e c i e s
S o y E t h y l E s t e r
S o y M e t h y l E s t e r
s u l f u r di o x i d e
T o t a l o x i d e s o f s u l f u r
S o l u b l e o r g a n i c f r a c t i o n
i n s o l u b l e m a t e r i a l (p a r t i c l e p h a s e )
S t a n d a r d R e f e r e n c e M a t e r i a l
S e m iv o l a t i l e o r g a n i c c o m p o u n d s
S. ty p h i m u r i u m t e s t e r s t r a i n
T y p e 2 h e l p e r T c e l l
T o t a l H y d r o c a r b o n
T o t a l P a r t i c u l a t e M a t t e r
O z o n e
O x i d a t io n c a t a ly t i c c o n v e r t e r
V o l a t i l e o r g a n i c c o m p o u n d s
w e i g h t
V a p o r - p h a s e e m i s s i o n s
X e n o b i o t i c r e s p o n s i v e e l e m e n t
U n i v e r s i t y o f C a l i f o r n i a D a v i s (ID f o r s a m p l e s t e s t e d )
U l t r a v i o l e t A î s i b l e S p e c t r o s c o p y
X I V
C h a p t e r 1 . I N T R O D U C T I O N
T h e C l e a n A i r A c t (C A A ) a s a m e n d e d i n 1 9 9 0 r e q u i r e s t h e U n it e d S t a t e s
E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y (U S E PA ) A d m i n i s t r a t o r t o p u b li s h a l i s t o f p o l l u t a n t s t h a t
h a v e a d v e r s e e f f e c t s o n p u b l i c h e a lt h o r w e l f a r e , a n d a r e e m i t t e d fr o m n u m e r o u s a n d d i v e r s e
s t a t i o n a r y o r m o b i l e s o u r c e s . T h e r e a r e s i x r e g u l a t e d a i r p o l l u t a n t s r e f e r r e d t o a s
"
c r i t e r i a
p o l l u t a n t s
"
: c a r b o n m o n o x i d e (C O ) , n i t r o g e n o x i d e s (N O x ) , s u l f u r d i o x i d e (SO 2 ) ,
p a r t i c u l a t e m a t t e r (b o t h P M i o a n d PM 2 5) , o z o n e (O 3) , a n d l e a d (P b ) . N a t i o n a l A m b i e n t A i r
Q u a l it y S t a n d a r d s (N A A QS ) a r e s e t f o r e a c h p o l l u t a n t a t le v e l s t h a t , ba s e d o n c e r t a i n c r it e r i a ,
a r e i n t e n d e d t o p r o t e c t t h e p u b l i c h e a lt h a n d t h e p u b l i c w e l f a r e f r o m a n y k n o w n o r
a n t i c i p a t e d a dv e r s e e f f e c t s . [ 1 ]
A s m o t o r i z e d t r a n s p o r t a t i o n g r e w , v e h ic l e e m is s i o n s , c o n s i d e r e d a m o b i l e s o u r c e b y
t h e C A A
,
b e c a m e a s i g n i f i c a n t s o u r c e o f a i r p o l l u t a n t s . T h e 2 0 0 0 U S E PA r e p o r t o n
N a t i o n a l A i r P o l l u t a n t E m i s s i o n T r e n d s c o n t a i n s t h e l a t e s t ( 1 9 9 8 ) s o u r c e a p p o r t i o n m e n t d a t a
a n d r e v e a l s t h a t g a s o l i n e a n d d i e s e l e m i s s i o n s f r o m O n - R o a d Ve h i c l e a n d N o n - R o a d E n g i n e s
a n d Ve h i c l e s w e r e t h e b i g g e s t c o n t r i b u t o r s o f C O (79 % ) , N O x (53 % ), a n d V O C s (4 3 % ) a n d
t h e s e c o n d m o s t i m p o r t a n t c o n t r ib u t o r s o f b o t h P M i o a n d P M 2 5 ( 19% a n d 2 1% , r e s p e c t i v e l y )
(F i g u r e 1 a n d F i g u r e 2 ) . D ie s e l c o m b u s t i o n i s t h e b ig g e s t c o n t r i bu t o r o f N O x e m i s s i o n s i n
t h e s o u r c e c a t e g o r ie s O n - R o a d Ve h i c l e a n d N o n - R o a d E n g i n e s a n d Ve h i c l e s . \ \ \
B i o d i e s e l i s t h e fi r s t r e n e w a b l e d i e s e l f u e l t o s h o w s i g n s o f b e c o m i n g a
c o m m e r c i a l ly a c c e p t e d p a r t o f o u r n a t i o n
'
s e n e r g y i n f r a s t r u c t u r e . B i o d i e s e l c o m b u s t i o n w i l l
b e a n e w e m i s s i o n s o u r c e . T h e r e h a v e b e e n l i m i t e d c y t o t o x i c i t y a n d m u t a g e n i c i t y s t u d i e s
o n t h e a c u t e e f f e c t s o f b i o d i e s e l e x h a u s t i n b i o l o g ic a l s y s t e m s . T h e s e a r e s u m m a r i z e d in
A p p e n d i x A . B i o d i e s e l e x h a u s t e m i s s i o n s h a v e b e e n e x t e n s i v e l y c h a r a c t e r i z e d u n d e r fi e l d
F u e l C o m b u s t i o n
O t h e r
O t h e r I n d u s t r i a l
c e s s e s
F u e l C o m b u s t i o n
I n d u s t r i a l
F u e l C o m b u s t i o n
E le c t r i c a l Ut i l i t y
A l l O t h e r -
B
o t h e r I n d u s t r i a l
P r o c e s s e s
F u e l C o m b u s t i o n -
I n d u s t r i a l
F u e l C o m b u s t i o n
E l e c t r i c a l U t i l i t y
F u e l C o m b u s t i o n -
O t h e r
A l l O t h e r
A r e a S o u r c e
C o m b u s t i o n
A r e a S o u r c e
C o m b u s t i o n
F i g u r e 1 : 1 9 9 8 D ir e c t l y E m i t t e d (A ) P a r t i c u l a t e M a t t e r PM i o a n d (B ) P a r t i c u l a t e M a t t e r
P M 2 5 E m i s s i o n s b y P r i n c ip a l S o u r c e C a t e g o r i e s f o r N o n f u g i t i v e D u s t S o u r c e s . S o u r c e [ 1]
s o r v e n t u t i l i z a t i o n
s t o r a g e a n d
T r a n s p o
'
t
F u e l C o m b u s t i o n
E l e c t r i c U t i l i t y
F u e l C o m b u s t i o n
o t h e r
F u e l C o m b u s t i o n •
In d u s t r i a l
M i s c e l l a n e o u s
F u e l c o m b u s t i o n
O t h e r
M e t a l s P r o c e s s i n g
F i g u r e 2 : 19 9 8 D i r e c t ly E m i t t e d (A ) V O C s (B ) C O a n d (C ) N O E m i s s io n s b y P r i n c i p a l S o u r c e C a t e g o r i e s . S o u r c e [ 1]
a n d l a b o r a t o r y c o n d it i o n s . [2 - 9 ] B i o d i e s e l e x h a u s t h a s r e p e a t e d l y b e e n s h o w n t o c o n t a i n
l e s s PM , C O , p o l y c y c l i c a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s (PA H ), a n d n o s u l f u r c o m p a r e d t o p e t r o l e u m
b a s e d d i e s e l . [ 5 , 8 , 1 0 , 1 1 ] H o w e v e r , c o m p a r e d t o d i e s e l f u e l , t h e c o m b u s t i o n o f b i o d i e s e l i n
a d i e s e l e n g in e in c r e a s e s N O x e m i s s i o n , w h i c h , i n a d d it i o n t o i n d u c i n g p o t e n t i a l h e a l t h e f f e c t s
it s e l f , h a s b e e n i d e n t i f i e d a s a n o z o n e p r e c u r s o r . [ 5 , 6 ] B i o d i e s e l m a y
"
b u m c l e a n e r " t h a n
p e t r o le u m d i e s e l b u t t r u e b i o l o g i c a l i m p a c t o f b i o d i e s e l e x h a u s t P M e x t r a c t s , a l s o k n o w a s
s o l u b l e o r g a n i c f r a c t i o n (SO F ) , u p o n e p it h e l i a l c e l l s , r e p r e s e n t a t i v e o f t h e l i n i n g o f t h e
r e s p i r a t o r y t r a c t , h a s n o t b e e n in v e s t i g a t e d .
T h e i m m u n e s y s t e m i s a n o r g a n i z a t i o n o f c e l l s a n d m o l e c u l e s w it h s p e c i a l i z e d r o l e s
i n d e f e n d i n g p r im a r i l y a g a i n s t i n f e c t i o n b u t c a n b e a c t i v a t e d b y x e n o b i o t i c s , w h i c h o r i g i n a t e
e x o g e n o u s l y , o u t s id e t h e n o r m a l m e t a b o l i s m o f t h e o r g a n i s m . [ 12 ] A s p a r t o f t h e n o n ¬
s p e c i fi c ( i n n a t e ) im m u n i t y , h a ir , c i l i a t e d e p i t h e l i u m , m u c u s , a n d p h a g o c y t i c c e l l s (n e u t r o p h i l s ,
m o n o c y t e s , a n d m a c r o p h a g e ) h e lp p r o t e c t t h e r e sp ir a t o r y t r a c t f r o m c o n t a m i n a n t s (e . g .
b a c t e r i a
, p o l l e n ) f o u n d in a i r . T h e p h a g o c y t i c c e l l s a n d t h e e p it h e l i a l c e l l s w h e n t r ig g e r e d
r e l e a s e t h e m o l e c u l a r c o m p o n e n t o f t h e i n n a t e i m m u n e r e s p o n s e ( e . g c o m p l e m e n t , a c u t e -
p h a s e p r o t e in s , a n d c y t o k in e s ) . [ 12 , 1 3 ] I n fl a m m a t i o n i s t h e n c h a r a c t e r i z e d b y a n i n fl u x o f
l e u k o c y t e s t o t h e s i t e o f i n j u r y . T h e c y t o k i n e r e s p o n s e c a n a l s o c o n t r i b u t e t o i n j u r y a t t h e
lu n g e p i t h e l i a l a n d e n d o t h e l i a l b a r r i e r s . [ 13 ] R e s u lt s f r o m s e v e r a l a n i m a l e x p o s u r e s t u d i e s
s h o w e d t h a t r e p e a t e d e x p o s u r e t o d i e s e l e m i s s i o n s a t h i g h c o n c e n t r a t i o n s c a u s e s a s l o w i n g o f
m a c r o p h a g e - m e d i a t e d p a r t i c l e c l e a r a n c e a n d p e r s i s t e n t i n fl a m m a t i o n a n d t h a t c o n t i n u o u s
e x p o s u r e c a u s e s e p it h e l i a l h y p e r p l a s i a a n d fi b r o s is , w h i c h v a r i e s i n d e g r e e a m o n g




T h e E PA i n 2 0 0 2 r e l e a s e d a d r a f t t e c h n i c a l r e p o r t (E PA 42 0 - P - 0 2 - 0 0 1 ) o f a
c o m p r e h e n s i v e a n a l y s i s o f t h e e m i s s i o n i m p a c t s o f b i o d i e s e l u s i n g p u bl i c l y a v a i l a b l e d a t a .
[ 1 5 ] S t a t i s t i c a l r e g r e s s i o n a n a l y s i s w a s u s e d t o c o r r e l a t e t h e c o n c e n t r a t i o n o f b i o d i e s e l i n
c o n v e n t i o n a l d i e s e l f u e l w it h c h a n g e s in r e g u l a t e d a n d u n r e g u l a t e d p o l l u t a n t s e m i t t e d f r o m
o n - r o a d h e a v y
- d u t y d ie s e l e n g in e s b u r n i n g a m i x t u r e o f b i o d i e s e l a n d c o n v e n t i o n a l d i e s e l .
A s e l e c t i o n o f M o b i l e S o u r c e A i r T o x i c s (M SA T ) w e r e i n c l u d e d i n t h e a n a l y s i s o f b i o d i e s e l
'
s
e f f e c t s o n e m i s s i o n a n d a r e r e f e r r e d t o a s t h e " A gg r e g a t e d T o x i c s
"
( i . e a c e t a l d e h y d e ,
a c r o l e i n , b e n z e n e , 1 , 3 - b u t a d i e n e , e t h y l b e n z e n e , n - h e x a n e , n a p h t h a l e n e , s t y r e n e , t o l u e n e , a n d
x y l e n e ) ; m o s t a r e c u r r e n t ly u n r e g u l a t e d . St u d ie s u s e d i n t h e a n a l y s i s o f fe r e d l i m i t e d d a t a o n
t o x i c s d e t e c t e d i n b io d i e s e l e x h a u s t b u t o n e t r e n d o b s e r v e d a c r o s s t h e s t u d i e s w a s t h a t t h e
m a s s r a t i o o f a g g r e g a t e d t o x ic s t o t o t a l h y d r o c a r b o n s a c t u a l l y i n c r e a s e s w it h t h e a d d it i o n o f
b i o d i e s e l (F i g u r e 3 ) . I n o t h e r w o r d s , t h o u g h t h e t o t a l h y d r o c a r b o n (T H C ) m e a s u r e m e n t
d e c r e a s e d , t h e r e w a s a s h i f t i n t h e c o m p o s it i o n o f t h e T H C m e a s u r e m e n t t o w a r d s m o r e
u n r e g u l a t e d p o l l u t a n t s . T h i s p r e l i m i n a r y a n a l y s i s s h o w e d t h a t t h i s s h i ft w a s n o t l a r g e
e n o u g h t o c a u s e t o t a l t o x i c e m i s s i o n s t o i n c r e a s e w i t h b i o d i e s e l u s e c o m p a r e d t o
c o n v e n t i o n a l d i e s e l f u e l .
F i g u r e 3 : C o m p a r i s o n o f a g g r e g a t e d t o x i c s a n d T H C . S o u r c e [ 1 5 ]
Q - 2
- 3 0 %
- 4 0 %
" - 5 0 %
- 6 0 %
- 7 0 %
- 8 0 %
A g g r e g a te d to x i c s
T o t a l H Cr
2 0 4 0 6 0
P e r c e n t b io d i e s e l
8 0 1 0 0
A s t u d y p u b l i s h e d i n 19 9 8 b y t h e S o u t h w e s t R e s e a r c h I n s t i t u t e s h o w e d a 3 0 %
d e c r e a s e in p a r t i c u l a t e e m i s s i o n s w i t h 1 0 0% b i o d i e s e l (B l OO) c o m p a r e d t o D 2 . [ 8 ] T h e
a u t h o r s c o n c l u d e d t h a t r e d u c t i o n i n p a r t i c u l a t e e m i s s i o n s w i t h B l OO w a s d u e t o a r e d u c t i o n i n
c a r b o n s o o t
,
t h e i n s o l u b l e c o m p o n e n t o f PM . H o w e v e r , t h e SO F i n c r e a s e d b y r o u g h l y 4 0 %
w it h b i o d i e s e l . T h e y s p e c u l a t e d t h a t t h e i n c r e a s e i n SO F c o u l d b e d u e t o t he b i o d i e s e l
c o n d e n s i n g a t p a r t i c u l a t e s a m p l i n g t e m p e r a t u r e s . T h e i n c r e a s e d SO F o f f s e t s o m e o f t h e
r e d u c t i o n in t h e c a r bo n P M fr a c t i o n
,
r e s u l t i n g i n a n e t 3 0 % r e d u c t i o n i n t o t a l m a s s o f
p a r t i c u la t e e m i t t e d p e r h o r s e p o w e r
- h o u r ( h p - h ) .
T he c o m p r e h e n s i v e r e v i e w b y t h e E PA o f r e s e a r c h o n h e a l t h e f f e c t s f r o m p e t r o l e u m
d i e s e l e n g i n e e x h a u s t (e . g . c a n c e r , i n d u c t i o n o f a l l e r g y / a s t h m a a n d i n f l a m m a t i o n )
s u m m a r iz e s e v i d e n c e f r o m e p i d e m i o l o g i c a l s t u d i e s , a n im a l a n d h u m a n e x p o s u r e s t u d i e s , a n d
i n v i t r o m o d e l s . [ l ] T h e o r g a n ic c o m p o n e n t o f d i e s e l e x h a u s t p l a y s a r o l e i n a c u t e
i n f l a m m a t o r y r e a c t i o n s . [ 1 6 - 2 0 ] T h e p o t e n t ia l f o r b i o d ie s e l c o m b u s t i o n p r o d u c t s t o p r o d u c e
a n i n f l a m m a t o r y r e sp o n s e ha s n o t b e e n i n v e s t i g a t e d . M y r e s e a r c h o bj e c t i v e s w e r e : ( 1 )
6
e v a l u a t e t h e s o l v e n t e x c h a n g e p r o c e s s {d i c h l o r o m e t h a n e (D C M ) t o d i m e t h y l s u lf o x i d e
(D M SO )) , t o p r e p a r e a q u e o u s m i x t u r e s o f o r g a n i c e x t r a c t s o f b i o d i e s e l PM f o r i n v i t r o
e x p o s u r e e x p e r i m e n t s . T h i s t e c h n i q u e h a s b e e n u s e d e x t e n s i v e ly i n d i e s e l h e a l t h e f f e c t s
r e s e a r c h ; ( 2 ) p e r f o r m d o s e - r e s p o n s e e x p o s u r e o f B E A S - 2B c e l l s t o a q u e o u s p r e p a r a t i o n s o f
t h e b io d i e s e l s o l u b l e o r g a n i c f r a c t i o n ( 1 0 , 2 5 , 4 0 \i % PM e q / m l ) ; ( 3 ) e v a l u a t e c y t o t o x ic it y ;
a n d 4 ) q u a n t i f y t h e I L - 8 a n d I L - 6 r e s p o n s e s . - ; C
1 . 1 B i o d i e s e l
1 . 1 . 1 H i s t o r y & U s e
T h e u s e o f p l a n t o i l s a s f u e l s i n t h e c o m p r e s s i o n i g n i t i o n e n g i n e , a l s o k n o w n a s t h e
d i e s e l e n g in e , i s a s o ld a s t h e e n g i n e i t s e l f . [ 2 1] G e r m a n i n v e n t o r , R u d o lf D i e s e l ( 1 8 5 8 -
1 9 13 ) d e v e l o p e d a w o r k a b le c o m p r e s s i o n - i g n i t i o n e n g i n e b y 189 7 a ft e r r e c e i v i n g t h e p a t e n t
o n t h e i de a i n 18 9 3 . D u r in g t h i s s a m e p e r i o d , t h e s p a r k - i g n i t io n e n g i n e , t o d a y c a l l e d t h e
g a s o l in e e n g i n e , w a s d e v e l o p e d . B o t h d e s i g n s o f fe r e d v a s t i m p r o v e m e n t s i n e f fi c i e n c y o v e r
t h e s t e a m e n g in e , w h i c h d r o v e i n d u s t r i a l g r o w t h d u r i n g t h e 19 t h c e n t u r y . F r e n c h
m a t h e m a t i c i a n a n d e n g in e e r N i c o l a s S a d i C a m o t ( 1 79 6 - 1 8 3 2 ) , h a d a r t i c u l a t e d t h e t h e o r y o n
i n t e r n a l c o m b u s t i o n y e a r s e a r l i e r . H e e n v i s io n e d a c y c l e w h e r e b y a g a s i s c o m p r e s s e d ,
h e a t e d , a l l o w e d t o e x p a n d a n d t h e n c o o l e d w i t h t h e n e t r e s u l t b e i n g t h e c o n v e r s i o n o f t h e r m a l
e n e r g y t o m e c h a n i c a l e n e r g y . T h e c o m p r e s s i o n - ig n i t io n e n g i n e i s m o r e e f fi c i e n t t h a n t h e
s p a r k
- i g n i t i o n e n g i n e b e c a u s e t h e f o r m e r h a s a h i g h e r c o m p r e s s i o n r a t i o . D ie s e l s a w t h a t
t h e r e d u c t i o n in e n g in e s i z e a n d t h e im p r o v e d e f fi c i e n c y c o u l d br i n g t h e b e n e f i t s o f p o w e r e d
m a c h i n e r y t o s m a l l e r c o m p a n i e s . [2 2 ]
T h e r e i s h i s t o r i c e v i d e n c e t h a t a s m a l l d i e s e l e n g i n e f e a t u r e d a t t h e 1 9 00 W o r l d
'
s F a i r
i n P a r i s w a s r u n o n p e a n u t o i l a t t h e b e h e s t o f t h e F r e n c h g o v e r n m e n t . [ 2 3 ] W h i l e t h e s e
e a r l y d i r e c t - i n j e c t i o n e n g i n e s c o u l d t e c h n i c a ll y r u n o n p l a n t o i l s , st r a i g h t v e g e t a b l e o i l p r o v e d
t o h a v e t o o m a n y q u a l it i e s u n d e s i r a b l e f o r c o n t in u o u s u s e i n t h e d i e s e l e n g i n e ( i . e . t o o
v i s c o u s , l o w v o l a t i l i t y , a n d c o n t a i n e d u n de s i r a b l e r e a c t iv e u n s a t u r a t e d h y d r o c a r b o n
c h a i n s ) . [2 4 ] i ? .
O f i n t e r e s t i n g h i s t o r i c a l s i g n i f i c a n c e , c o n s i d e r a b l e e f f o r t w e n t i n t o d e v e l o p i n g
s u i t a b l e p l a n t o i l b a s e d f u e l s b y E u r o p e a n s i n t h e ir A f r i c a n c o l o n i e s d u r i n g t h e e a r ly p a r t o f
t h e 2 0
*
c e n t u r y . [2 3 ] A B e l g i a n p a t e n t g r a n t e d in 1 93 7 t o G . C h a v a n n e a t t h e U n iv e r s i t y o f
B r u s s e l s d e s c r i b e d t h e a c i d - c a t a l y z e d t r a n s e s t e r i fi c a t i o n o f s e v e r a l o i l s t o e t h y l a n d m e t h y l
e s t e r s . [ 2 5 ] B i o d i e s e l t o d a y d e s c r i b e s a n a lk y l e s t e r o f o i l s a n d f a t s t h a t c a n b e u s e d in a n
u n m o d i f i e d d i e s e l e n g i n e . F e e d s t o c k s u s e d i n t h e p r o d u c t i o n o f b i o d i e s e l a r e r e n e w a b l e
s o u r c e s f r o m b i o l o g i c a l o r i g i n s (e . g . SM E a n d t a l l o w m e t h y l e s t e r ) .
S in c e t h e 1 9 7 0
'
s i n t h e U n it e d St a t e s
,
b io d i e s e l u s e h a d b e e n a t t h e g r a s s r o o t s l e v e l .
C o - o p s a n d s m a l l b a t c h p r o d u c e r s p r o v i d e d m e m b e r s w i t h a s t e a d y s u p p l y t o f u e l c a r s a n d
s o m e f a r m e q u ip m e n t . T h e U S i s n o w s h i ft in g i n t o h i g h - g e a r p r o d u c t i o n B i o d i e s e l
p r o d u c t i o n in 2 0 04 w a s 2 5 m i l l i o n g a l l o n s . I n N o v e m b e r o f 2 0 04 , t h e s ig n i n g o f t h e Jo b s
C r e a t io n B i l l H R 4 52 0 m a r k e d a n im p o r t a n t t u r n i n g p o i n t f o r t h e f u t u r e p r o d u c t i o n o f
b i o d i e s e l i n t h e U S . A t t h e h e a r t o f t h e b i l l i s a p r o v i s i o n t h a t a l lo w s d i s t r i b u t o r s (n o t
p r o d u c e r s ) o f b i o d i e s e l a n d b i o d i e s e l b l e n d s (m i x e d w i t h p e t r o l e u m d i e s e l) t o r e c e i v e a
f e d e r a l e x c i s e t a x c r e d i t . T h e r e i s n o w a g r e a t e r e c o n o m i c i n c e n t i v e f o r i n c r e a s i n g b i o d i e s e l
p r o d u c t i o n i n t h e U S . B y t h e e n d o f 2 0 0 5 , i n d u s t r y p r o d u c t i o n w a s 7 5 m i l l i o n g a l lo n s , a n
a s t o u n d i n g 3 0 0% i n c r e a s e i n j u s t o n e y e a r (F i g u r e 4 ) . C u r r e n t i n d u s t r y c a p a c i t y , h o w e v e r ,
s t a n d s a t j u s t o v e r 3 0 0 m i l l i o n g a l l o n s / y e a r (M M G Y ) a n d c u r r e n t e x p a n s i o n a n d n e w p l a n t
c o n s t r u c t io n c o u l d d o u b l e t h e i n d u s t r y
'
s c a p a c i t y w i t h i n y e a r s .
■ -
'
(0 6 0 . 0
^ 5 0 . 0
^ 4 0 . 0
2 3 0 . 0
S 2 0 . 0
0 . 5 M ,
1 99 9 2 0 00 2 00 1 2 00 2 20 0 3 2 004 2 0 05
Y e a r
F i g u r e 4 : E s t i m a t e d U S B i o d i e s e l P r o d u c t i o n p e r y e a r . S o u r c e : N a t i o n a l B i o d i e s e l B o a r d
(N B B )
T h e t r a n s p o r t a t i o n s e c t o r h a s b e e n t h e fi r s t t o a d o p t b i o d i e s e l a s a c o m p e t i n g f u e l
a l t e r n a t iv e . G r o w in g n u m b e r s o f f e d e r a l a n d m u n i c i p a l fl e e t s a c r o s s t h e c o u n t r y h a v e
t u r n e d t o b i o d i e s e l a s t h e p r e f e r r e d f u e l , d e m o n s t r a t in g t h e c o m m it m e n t o f p u b l ic o f fi c i a l s t o
e n v ir o n m e n t a l s t e w a r d s h i p . T h e b i g p i c t u r e i s l e s s d r a m a t i c . D e p a r t m e n t o f E n e r g y
(D O E ) s t a t i s t i c s p u t v e h i c l e d ie s e l c o n s u m p t i o n i n 2 0 0 4 a t o v e r 4 0 b i l l i o n g a l l o n s . [2 6 ] W it h
t h e in d u s t r y o p e r a t i n g a t p e a k p r o du c t i o n , b i o d i e s e l w i l l s a t i s f y l e s s t h a n 1 . 0% o f c u r r e n t
d ie s e l de m a n d (A p p e n d i x B ) . C l e a r l y , b i o d i e s e l w i l l n o t b e r e p l a c in g p e t r o l e u m d i e s e l i n
t h e f o r e s e e a b l e f u t u r e . O t h e r s e c t o r s t h a t a r e t e c h n i c a l l y c a p a b l e o f u s i n g b i o d ie s e l i n c l u d e
m a r in e
,
r e s i d e n t i a l h e a t in g , a n d m i n i n g .
1 . 1 . 2 P r o d u c t i o n - b a s i c c h e m i s t r y
A n im a l s a n d p l a n t s d e r i v e e n e r g y f r o m s t o r e d f a t s a n d o i l s r e f e r r e d t o a s
t r i a c y l g ly c e r o l s . T r i a c y l g l y c e r o l m o l e c u l e s a r e e s t e r s , c o m p o s e d o f t h r e e f a t t y a c i d
m o l e c u l e s c o v a l e n t l y b o n d e d t o g ly c e r o l . W h i l e a n i m a l o i l s c a n b e u s e d t o p r o d u c e
b i o d i e s e l
, p l a n t o i l s a r e m o r e a b u n d a n t a n d r e p r e s e n t m o s t o f t h e f e e d s t o c k t h a t g o e s i n t o
b i o d i e s e l p r o du c e d i n t h i s c o u n t r y . T h e r e f o r e , f u r t h e r d i s c u s s i o n o f b i o d i e s e l p r o d u c t i o n
w i l l b e l i m i t e d t o p l a n t - b a s e d f u e l s .
P l a n t o i l s a r e h i g h l y c o n c e n t r a t e d i n s o m e s e e d s . T h e p r i m a r y p l a n t o i l f e e d s t o c k s
f o r t h e U S a n d E u r o p e a r e s o y be a n a n d r a p e s e e d , r e s p e c t iv e ly . T h e f a t t y a c i d s i n p la n t
t r i a c y l g l y c e r o l s c o n t a i n u n s a t u r a t e d c a r b o n - t o - c a r b o n b o n d s a n d t h u s t e n d t o r e m a i n i n l i q u i d
f o r m a t lo w t e m p e r a t u r e s . T h e s e o i l s , a t m i l d a m b i e n t t e m p e r a t u r e , s t i l l r e q u i r e a m o d i fi e d
d i e s e l e n g i n e , w h i c h l i m i t s t h e i r u s e f u l n e s s a s a n a lt e r n a t i v e f u e l s o u r c e . C h e m ic a l
m o d i fi c a t i o n o f t h e p l a n t o i l i s r e q u i r e d t o p r o d u c e a s u b s t i t u t e f u e l t h a t c a n b e u s e d i n a n
u n m o d i fi e d d i e s e l e n g i n e . B a s e - c a t a l y z e d t r a n s e s t e r i fi c a t i o n (F i g u r e 5 ) i s t h e c u r r e n t
i n du s t r y r e a c t i o n m e t h o d f o r b i o d i e s e l p r o d u c t i o n . T h i s p r o c e s s r e a c t s a p l a n t o i l w i t h a n
a l c o h o l ( i . e . m e t h a n o l ) i n t h e p r e s e n c e o f a c a t a ly s t (e . g . p o t a s s i u m h y d r o x i d e (K O H )) t o
p r o d u c e a n a l c o h o l e s t e r ( i . e . m e t h y l e s t e r ) a n d g l y c e r o l . [2 7 ] A l k y l a t e d f a t t y a c i d s a r e le s s
d e n s e t h a n g l y c e r o l a n d t h e r e f o r e s e p a r a t e o n t h e b a s i s o f d e n s i t y . T h e g ly c e r o l b y p r o d u c t
i s r e m o v e d f r o m t h e b o t t o m o f t h e r e a c t i o n v e s s e l . T h i s t y p e o f r e a c t i o n i s p e r f o r m e d a s a
b a t c h p r o c e s s , w h i c h c a n b e s c a l e d u p d e p e n d i n g o n t h e c a p a c it y a n d d e s i g n o f t h e r e a c t o r .
T o a c h i e v e c o n s i s t e n t q u a l i t y b e t w e e n b a t c h e s , U S p r o d u c e r s m u s t m e e t A m e r i c a n S o c i e t y
f o r T e s t i n g a n d M a t e r i a l s (A S T M ) m i n i m u m f u e l s t a n d a r d s f o r t h e c e r t i fi c a t i o n o f b i o d i e s e l








C ^ c ^
O H
/














H O H j C O H




M i x t u r e o f f a t t y e s t e r s
g l y c e r o l
F i g u r e 5 : T r a n s e st i f i c a t i o n r e a c t i o n f o r p r o d u c i n g b i o d i e s e l w h e r e R i , R 2 , a n d R 3 a r e l o n g
c h a i n s o f s a t u r a t e d / u n s a t u r a t e d h y d r o c a r bo n s (i . e . f a t t y a c i d c h a i n s ) .
1 . 1 . 3 C o m b u s t i o n P r o d u c t s
T h e c o mb u s t i o n p r o c e s s , w h i c h o c c u r s in a n e n g in e , i s c o m p l e x T h e f u e l/ a i r
m i x t u r e
,
i n j e c t i o n t i m in g , a n d e n g i n e t e m p e r a t u r e a n d l o a d a l l c o n t r i b u t e t o t h e e f f i c i e n c y o f
f u e l c o m b u s t i o n a n d s u b s e q u e n t l y t h e m a k e - u p o f t h e e n g i n e e x h a u s t . A d d it i o n a l l y ,
e m i s s i o n s a r e i n f l u e n c e d b y t h e c o l l e c t i o n p r o c e s s . S a m p l i n g f r o m a d i l u t i o n t u n n e l a l l o w s
e x h a u s t t o c o o l a n d i n f l u e n c e s p a r t ic u l a t e m a t t e r f o r m a t io n . F i g u r e 6 i s a s c a n n i n g e l e c t r o n
m i c r o s c o p e i m a g e o f d i e s e l PM , S RM 2 9 75 , a n d a s t y l iz e d i m a g e o f d i e s e l e n g in e e m i s s i o n s .
T h e d i e s e l P M e m i s s i o n i s c o m p o s e d o f a g g l o m e r a t e d c a r b o n , m o s t l y i n t h e PM i s s i z e r a n g e ,
a n d a d s o r b e d o n t o t h e PM a r e v o l a t i le / s o l u b l e m a t e r ia l ( e . g . o r g a n i c s a n d m e t a l s ) . A
d e s c r i p t i o n o f t h e e x h a u s t c o m p o n e n t s i s p r e s e n t e d i n T a b l e 1 . E m i t t e d m o s t l y f r o m
c o m b u s t i o n s o u r c e s
,
PM 2 5 i s a s i z e d e s i g n a t i o n f o r r e g u l a t o r y p u r p o s e s a n d i n c lu d e s p a r t i c l e s
l e s s t h a n 2 . 5 }j m i n d ia m e t e r , o ft e n r e f e r r e d t o a s fi n e a n d u lt r a fi n e P M .
1 1
C o n d e n s e d
A e r o s o l
A ds o r be d
v o l a t i l e / s o l u b l e
m a t e r i a l
A g g l o m e r a t e d
C a r b o n C o r e
F i g u r e 6 : S c a n n in g E l e c t r o n M i c r o s c o p e im a g e o f d i e s e l P M (SRM 2 9 7 5) a n d a s t y l iz e d
i m a g e o f d i e s e l e n g i n e e m i s s i o n s . [2 8 ] M o d i f i e d f r o m [ 10 ] .
T a b l e 1 : C o m p o s i t i o n o f e x h a u st f r o m t h e i n t e r n a l c o m b u st i o n e n g in e .
E x h a u s t
C o m p o s i t i o n
C o m p o n e n t s
C o m p o n e n t s w h i c h
c o n t r i b u t e t o
a t m o s p h e r i c p o l l u t i o n
C o m m e n t s
S e m i v o l a t i l e o r g a n i c
c o m p o u n ds ( SV O C )
F r e s h e m is s i o n s
V o l a t i l e o r g a n i c c o m po u n d s
(V O C )
O v e r l a p i n c h e m ic a l
c o m p o s i t i o n c o m p a r e d
t o pa r t i c u l a t e f r a c t i o n ;
i n f r e qu e n t l y m e a s u r e d
G a s ph a s e c o n s t i t u e n t s C 0 2 , C O , N O x , SO x C O 2 , N O x O z o n e p r e c u r s o r s
P a r t i c u l a t e M a t t e r (P M )
C o m p o s e d o f a c a r b o n c o r e
a n d a d s o r b e d o n t o t h e
p a r t i c l e s a r e o r ga n i c
c o m p o n e n t [ a l ip h a t i c
a l d e hy d e s , n i t r o a r o m a t i c
c o m p o u n d s a n d po l y c y c l i c
a r o m a t i c hy d r o c a r b o n s
(PA H )] , m e t a l s , a n d s a l t s
T he s o l u b l e o r g a n i c
f r a c t i o n (SO F ) i s
s t r i p pe d f r o m th e
pa r t i c u l a t e c o m p o n e n t
by d i c h l o r o m e t h a n e
e x t r a c t i o n , r e f e r r e d t o a s
D E P - e x t r a c t s . SO F is
c a p a b l e o f ge n e r a t i n g
r e a c t i v e o x y ge n s pe c i e s
i n v i t r o [29 ]
1 2
1 . 1 . 4 P o t e n t i a l H e a l t h E f f e c t s o f B i o d i e s e l E x h a u s t
1 . 1 . 4 . 1 P a r t i c u l a t e M a t t e r v s . O r g a n i c s ^
M c D o n a l d e t a l . a p t l y d e s c r i b e d t h a t t h e c o n t r o l o f PM e m i s s i o n s f r o m d i e s e l
e q u i p m e n t h a s b e e n e m p h a s iz e d b e c a u s e i t i s a m a j o r c o m p o n e n t o f d i e s e l e x h a u st , w h ic h i s
a s u s p e c t e d h e a lt h h a z a r d d u e t o it s a s s o c i a t e d a d s o r b e d PA H c o m p o u n d s a n d it s r e s p ir a b l e ,
p r i m a r i l y s u b m i c r o n p a r t ic l e - s iz e . [ 1 0 ] E x t e n s i v e e m i s s i o n s t u d i e s o f b i o d i e s e l i n a c r o s s
s e c t i o n o f d i e s e l e n g in e s c o n s i s t e n t l y r e v e a l r e d u c t i o n s i n PM e m i s s i o n s . [ 5 , 1 0 ] F r o m t h i s
v a n t a g e p o in t , b io d i e s e l m a y s e e m l i k e a r e a s o n a b l e a p p r o a c h i n o r d e r t o m e e t m o r e s t r i n g e n t
v e h i c l e e m i s s i o n a n d a i r q u a l i t y s t a n d a r d s . B i o d i e s e l i s a m i x t u r e o f s a t u r a t e d a n d
u n s a t u r a t e d m e t h a n o l b a s e d m o n o e s t e r s (m e t h y l e s t e r s ) t h a t c o n t a i n s b e t w e e n 1 0 - 12 % w e i g h t
(w t ) o x y g e n . [ l 1 ] P e t r o l e u m d i e s e l f u e l i s a c o m p l e x m i x t u r e o f h y dr o c a r b o n s (e . g . a l i p ha t i c
a n d a r o m a t i c ) a n d c o n t a i n s v a r y i n g a m o u n t s o f s u lf u r b u t n o o x y g e n . T o im p r o v e d i e s e l
e m i s s i o n s , o x y g e n a t e s h a v e b e e n t e s t e d w it h t h e s a m e a i m t h a t m e t h y l - b u t y l e t h e r (M T B E )
a c h i e v e d a s a g a s o l i n e a d d i t i v e . B i o d i e s e l , t h e r e f o r e h a s b e e n c o n s i d e r e d a n o x y g e n a t e a n d
i n v e s t i g a t e d a s a p o t e n t i a l a d d i t i v e t o d i e s e l [ 5 , 1 1 ] T h e o x y g e n c o n t e n t o f b i o d ie s e l a f f e c t s
t h e c o m b u s t i o n p r o c e s s a n d l o w e r s t h e PM a n d C O e m i s s i o n s . A n u n d e s i r a b l e c o n s e q u e n c e
o f t h i s p r o c e s s i s t h a t t h e N O x e m i s s i o n s i n c r e a s e . C h a n g e s m a d e t o t h e t i m i n g o f f u e l
i n j e c t io n c a n a l s o b e u s e d t o r e du c e N O x e m i s s i o n s b u t PM r e d u c t i o n s a r e s m a l l e r . [5 ]
1 3
o t h e r
3 %
(1 - 1 0 % )
M e t a l s &
E l e m e n t s
S u l f a t e ,
N i t r a t e
1 %
(1 - 4 %)
O r g a i i i c
C a r b o n
1 9 %
(7 - 4 9 %)
E l e m e n t a l
C a r b o n 7 5 %
(3 3 - 9 0 % )
F i g u r e 7 : T y p i c a l c h e m i c a l c o m p o s it i o n f o r d i e s e l p a r t i c u l a t e m a t t e r (PM 2 5 ) f r o m n e w
(p o s t - 19 9 0 ) d i e s e l v e h i c l e e x h a u s t . S o u r c e [ 1]
T h e c h e m i c a l c o m p o s i t i o n o f d i e s e l PM 2 5 (F i g u r e 7 ) c a n v a r y d e p e n d i n g o n t h e
e n g i n e s o u r c e a n d l o a d c o n d it i o n s b u t , w i t h t e c h n o l o g i c a l im p r o v e m e n t s t o d i e s e l e n g in e s
a n d s t r i c t e r f u e l s t a n d a r d s ( i . e . r e d u c e d s u l f u r a n d a r o m a t i c c o n t e n t s ) in t h e U S , t h e r e h a v e
b e e n s i g n i f i c a n t r e d u c t i o n s i n t h e f r a c t i o n s o f d i e s e l P M 2 5 t h a t c o n t r i b u t e t o a ir p o l l u t i o n a n d
p o t e n t i a l a d v e r s e h e a l t h e f f e c t s [ l ] S e v e r a l s t u d i e s o n b i o d i e s e l e x h a u s t em i s s i o n s h a v e
d e m o n st r a t e d t h a t t h e PM c o n t a i n s a g r e a t e r p e r c e n t a g e o f SO F a n d a l e s s e r p e r c e n t a g e o f
i n s o l u b l e m a s s t h a n p e t r o l e u m d ie s e l s o o t . [5 , 3 0 , 3 1] T h e h e a l t h im p l i c a t i o n s o f t h e h i g h e r
SO F o f b io d i e s e l PM a r e n o t k n o w n a t t h i s t i m e . [3 1 ]
A s t u d y b y D u r b i n e t a l . e v a l u a t e d t h e e f fe c t s o f d i f f e r e n t d i e s e l f u e l a l t e r n a t i v e s o n
e x h a u s t e m i s s io n r a t e s a n d r e a c t i v it y . [ 3 2 ] T h i s s t u d y i s i m p o r t a n t b e c a u s e i t o f fe r s o n e o f
t h e m o s t e x t e n s i v e c h e m i c a l c h a r a c t e r i z a t io n o f e x h a u s t P M f r o m b i o d i e s e l a s w e l l a s t h e
p a r t i c l e m a s s s i z e d i s t r i b u t i o n . T h e c h e m i c a l c o m p o s i t i o n o f e m i s s i o n f r o m a 19 9 6 D o d g e
R a m 2 5 00 a n d a 199 5 F o r d F 35 0 b o t h f u e l e d w i t h B l OO a n d C a l i f o r n ia R e f o r m u l a t e d D i e s e l
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(R F D ) i s d i s c u s s e d . R F D i s a s p e c i a l d i e s e l t ha t c o n t a i n s < 10% a r o m a t i c s . T h e 199 6
D o d g e R a m 2 5 0 0 f u e l e d w it h R F D h a d a F e d e r a l T e s t P r o t o c o l (F T P ) P M e m i s s i o n r a t e o f 7 4
m g / m i l e ; t h e s a m e v e h i c l e f u e l e d w i t h B l OO h a d a F T P PM e m i s s i o n r a t e o f 6 3 . 4 m g / m i l e .
F i g u r e 8 s h o w s a c o m p a r i s o n o f t h e c h e m i c a l c o m p o s i t i o n o f e x h a u s t e m i s s i o n s f o r t h e 1 99 6
D o d g e R a m . W h i le t h e o v e r a l l PM e m i s s io n r a t e d e c r e a s e d f o r t h i s v e h i c l e w h e n f u e l e d
w it h b io d i e s e l
,
t h e r e w a s a n i n c r e a s e i n t h e p e r c e n t a g e o f SO F o f t h e PM m a s s e m i t t e d p e r
m i le . T h e s e c o n d c o m p a r i s o n i s o f t h e P M c o m p o s i t i o n f o r t h e 1 99 5 F o r d F 3 5 0 r u n w i t h
R F D a n d b i o d i e s e l . T h e F T P PM e m i s s io n r a t e f o r t h e F o r d f u e l e d o n R F D w a s s l i g h l y
h i g h e r t h a n t h e D o d g e a t 7 6 9 m g /m i l e . M o r e s ig n i fi c a n t w a s t h e i n c r e a s e i n PM e m i s s i o n
f r o m t h e F o r d ( 106 . 3 m g /m i le ) w h e n f u e l e d w i t h b i o d ie s e l . A s i l l u s t r a t e d i n F i g u r e 9 , t h e
F o r d a l s o e m it t e d a h i g h e r p e r c e n t a g e o f o r g a n i c c a r b o n w h e n f u e l e d w i t h b i o d i e s e l
c o m p a r e d t o t h e R F D .
C o m p o s i t i o n o f D i e s e l P M f r o m a
1 9 9 6 D o d g e R a m 2 5 0 0
I n o r g a n i c s
& M e t a l s
(1 5 % )
C o m p o s i t i o n o f B i o d i e s e l P M f r o m a
1 9 9 6 D o d g e R a m 2 5 0 0
o t h e r
(21 5 % )
g a n i
C a r b o n
(3 7 %) I n o r g a n i c s
& M e t a l s
(2 1 % )
O t h e r
(1 8 3 % )
C a r b o n
E l e m e n a l
C a r b o n
(3 9 2 % )
(A )
E l e m e n t a l
C a r b o n
(29 2 %)
(B )
F i g u r e 8 : C o m p a r i s o n o f c h e m i c a l c o m p o s i t i o n o f (A ) C a l i f o r n ia R e f o r m u l a t e d D i e s e l
(R F D ) PM a n d (B ) B i o d i e s e l P M f r o m a J 9 9 6 D o dg e R a m 2 5 0 0 . T h e b i o d i e s e l PM h a d a
h i g h e r p e r c e n t o r g a n i c c a r b o n f r a c t i o n t h a n t h e R F D (c i r c l e d ) .
1 5
C o m p o s i t i o n o f D i e s e l P M f r o m a
1 9 9 5 F o r d F 3 5 0
C o m p o s i t i o n o f B i o d i e s e l P M f r o m a
1 9 95 F o r d F 3 50
I n o r g a n i c s
& M e t a l s
(1 4 % )
O t h e r
(1 5 7 % ) O r g a n i c
C a r b o n
(5 1 %)
I n o r g a n i c s &
M e t a l s (1 3 %)
O t h e r (2 0 % )
E l e m e n t a l
C a r b o n
(3 1 % )
(A )
O r g a n i c
C a r b o n
(6 0 . 7 5 %)
E l e m e n t a l
C a r b o n (1 7 %)
F i g u r e 9 : C o m p a r i s o n o f c h e m i c a l c o m p o s it i o n o f (A ) C a l i f o r n i a R e f o r m u l a t e d D i e s e l
(R F D ) PM a n d (B ) B i o d i e s e l PM f r o m a 1 9 9 5 F o r d F 3 50 . T h e b i o d i e s e l P M h a d a h i gh e r
p e r c e n t o r g a n i c c a r b o n f r a c t i o n t h a n t h e R F D ( c i r c le d ) .
T h e D u r b i n e t a l . s t u d y a l s o d e t e r m in e d t h e p e r c e n t p a r t i c l e m a s s s i z e d i s t r i b u t i o n
b e t w e e n t h e R F D a n d b i o d i e s e l PM . P a r t i c u l a t e m a t t e r c a n b e i n a w id e r a n g e o f d i a m e t e r s
b u t u lt r a f i n e P M i s d e f i n e d a s p a r t i c l e s < 0 1 p m i n a e r o d y n a m i c s i z e . S m a l l e r p a r t i c l e s
h a v e a g r e a t e r s u r f a c e a r e a , w h i c h c a n s u p p o r t m o r e s o l u b l e o r g a n i c s , a n d t h e y p o s e a
s u b s t a n t i a l h e a l t h r i s k b e c a u s e t h e y c a n b e r e s p i r e d d e e p i n t o t h e l u n g s . F i g u r e 10
i l l u st r a t e s t h e p e r c e n t p a r t ic l e m a s s s i z e d i s t r i b u t i o n b e t w e e n R F D a n d b i o d i e s e l e m it t e d f r o m
b o t h v e h i c l e s . T h e < 1 . 0 \i m c a t e g o r y o n t h e s e c u m u l a t i v e d i s t r ib u t io n g r a p h s s h o w t ha t
b i o d i e s e l P M f r o m b o t h v e h i c l e s h a s a g r e a t e r p e r c e n t a g e o f s m a l l e r s i z e d p a r t i c l e s t h a n
d i e s e l PM . T h e d i f f e r e n c e i n p e r c e n t a g e w a s m o r e d r a m a t i c i n t h e D o d g e t h a n t h e F o r d .
T h e a u t h o r s n o t e d t h a t 1 00 % b i o d i e s e l h a d a l a r g e r m a s s f r a c t i o n o n t h e a ft e r - fi l t e r i n d i c a t i n g
PM a e r o d y n a m ic d i a m e t e r < 0 . 0 5 6 )j m .
1 6
P a r t i c l e M a s s S i z e D i s t r i b u t i o n (% )
1 9 96 D o d g e R a m 2 50 0
(A )
P a r t i c l e M a s s S i z e D i s t r i b u t i o n (% )




B 1 0 0 1 t«
< 10 0 l j m < 2 b u m < 1 0 u m l O O u m < 2 5 Li m < l O Lim
F i g u r e 1 0 : C o m p a r i s o n o f p e r c e n t p a r t i c l e m a s s s i z e d i s t r ib u t io n be t w e e n b o t h (A ) t h e
1 9 96 D o d g e R a m 2 5 0 0 a n d (B ) t h e 19 9 5 F o r d F 3 50 f u e l e d o n B 100 a n d R F D . B o t h
v e h i c l e s f u e le d w i t h b i o d i e s e l e m i t t e d a g r e a t e r p e r c e n t a g e o f p a r t i c l e m a s s l e s s t h a n 1 . 0 |j m
i n s i z e c o m p a r e d t o t h e R F D .
1 . 1 . 4 . 2 E p i d e m i o l o g y St u d i e s
T o d a t e , o n l y o n e e p id e m i o l o g y s t u d y h a s b e e n c o n d u c t e d in w h i c h t h e a c u t e h e a l t h
e f fe c t s f r o m e x p o s u r e t o r a p e s e e d m e t h y l e s t e r (R M E ) e x h a u s t f u m e s w e r e a s s e s s e d b y
q u e s t io n n a i r e g iv e n t o w o r k e r s w h o w e r e t y p i c a l ly e x p o s e d t o d i e s e l f u m e s ( e . g . d e l iv e r y
t r u c k d r iv e r s , r o a d - m a in t e n a n c e w o r k e r s , a n d i n d u s t r i a l f o r k l i ft t r u c k d r iv e r s ) . [3 3 ] T h e
a u t h o r s s u g g e s t t h a t t h e i r fi n d i n g s d e m o n s t r a t e a d o s e - r e l a t e d a s s o c i a t i o n o f s e l f - r e p o r t e d
a c u t e i r r i t a t i o n o f m u c o u s m e m b r a n e s a n d lo w e r a i r w a y s w i t h e x h a u s t f u m e s f r o m R M E a n d
d i e s e l f u e l T h e s t u d y d e s i g n h a d s o m e k e y s h o r t c o m in g s ( i . e . s e l e c t i o n b i a s f o r p u l m o n a r y
fu n c t io n g r o u p ) a n d it l a c k e d s u f fi c i e n t d e t a i l s t o a s s e s s w h e t h e r d i f f e r e n c e s i n t h e R M E a n d
d i e s e l e x p o s e d p o p u l a t i o n s c o u l d a f f e c t t h e o d d s r a t i o r e p o r t e d .
1 . 1 . 4 . 3 I n v i v o E x p e r i m e n t
F i n c h e t a l . p u b l i s he d t h e e f f e c t s o f s u b c hr o n i c i n h a l a t i o n e x p o s u r e t o e m i s s i o n s
f r o m a d i e s e l e n g i n e b u r n i n g s o y b e a n o i l
- d e r iv e d b i o d i e s e l f u e l i n r a t s a s p a rt o f t h e U S E PA
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T i e r 2 t e s t in g . [ 34 ] F o u r e x p o s u r e g r o u p s c o m p r i s e d o f C D F (F 3 44 ) / C r l B R m a l e a n d f e m a l e
r a t s w e r e e x p o s e d t o o n e o f t h r e e c o n c e n t r a t i o n s o f b i o d i e s e l e m i s s i o n (B D E ) o r t o c l e a n a i r
a s c o n t r o l . T h i s s t u d y d i d n o t h a v e a c o m p a r i s o n s e t o f r a t s e x p o s e d t o d i e s e l e x h a u s t i n t h e
s a m e m a n n e r . A n im a l s w e r e g r o u p e d i n b l o c k s a n d e a c h b l o c k i n c l u d e d r a t s a s s i g n e d t o a l l
f o u r e x p o s u r e g r o u p s . B l o c k s s o r t e d a n im a l s a c c o r d i n g t o a s e t o f h e a l t h p a r a m e t e r s (T a b l e
2 ) c h o s e n f o r t h e h a z a r d a s s e s s m e n t .
T a b l e 2 : H e a l t h e v a l u a t i o n s o r t e d b y b l o c k f o r T i e r 2 s u b c h r o n i c i n h a l a t i o n s t u d y .
B l o c k A B l o c k B B l o c k C
1
. Ge n e r a l H i s t o l o g y -
o p h th a l m o l o g y ,
h e m a t o l o g y a n d c l i n i c a l
c h e m i s t r y , g r o s s
n e c r o p s y , h i s t o p a t h o l o g y
o f l u n g s a n d l e s io n s
1 . G l i a l f i b r i l l a r y
p r o t e i n (G FA P ),
M ic r o n u c l e u s
(M N ) , S i s t e r
c h r o m a t i d
e x c h a n g e (SC E )
1 . Sp e c i a l H i s t o l o gy - h i s t o l o g y o f
b r a i n a n d p e r ip h e r a l n e r v e ,
r e p r o du c t iv e o r g a n s , l u n g s a n d
l e s i o n s
, p a r t i c l e d i s t r i b u t i o n i n
l u n g s
2 . P o s t e x p o s u r e r e c o v e r y
3 . F e r t i l i t y , R e p r o du c t iv e
t o x i c i t y , t e r a t o l o g y
T h e s t u d y c o n c l u d e d t h a t t h e r e w e r e n e it h e r s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s f r o m a i r e x p o s e d
c o n t r o l g r o u p n o r c o n s i s t e n t e x p o s u r e
- r e l a t e d s i g n i f i c a n t d i f e r e n c e s a m o n g m o s t o f t h e
h e a l t h p a r a m e t e r s e v a lu a t e d . T h e m o s t s i g n i f i c a n t e x p o s u r e - r e l a t e d f i n d i n g o b s e r v e d in t h e
l u n g s w a s a d o s e - r e la t e d i n c r e a s e i n p a r t i c l e
- c o n t a i n i n g a l v e o l a r m a c r o p h a g e s , a c o n s i s t e n t
o b s e r v a t i o n i n r a t s s u b c h r o n i c a l l y e x p o s e d t o p e t r o le u m d i e s e l e x h a u s t . [ 14 ] T h e a v e r a g e
h i g h - l e v e l p a r t i c l e c o n c e n t r a t i o n f o r t h i s e x p e r i m e n t w a s 0 . 5 m g /m ^ w h i c h i s 2 o r d e r s o f
m a g n i t u d e a b o v e h i g h a v e r a g e e n v i r o n m e n t a l c o n c e n t r a t i o n s o f p e t r o l e u m d i e s e l p a r t i c l e s ,
a n d a n o r d e r o f m a g n i t u d e a b o v e a l l b u t t h e m o s t e x t r e m e o c c u p a t i o n a l e x p o s u r e l e v e l . [ l , 1 0 ]
Wh i le w h o l e a n im a l m o d e l s a r e s u p e r io r t o i n v i t r o s t u d i e s f o r i n v e s t i g a t i n g s y s t e m i c
r e s p o n s e s t o e n g i n e e x h a u st , it c a n b e d i f fi c u lt t o p l a c e t h e r e s u lt s o f s u c h st u d i e s in t o t h e
c o n t e x t o f p o t e n t i a l h u m a n h e a l t h h a z a r d . T h e a u t h o r s a c k n o w l e d g e t h a t c u r r e n t
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u n c e r t a i n t i e s r e g a r d i n g in t e r s p e c i e s e x t r a p o l a t i o n o f d o s e s o f p a r t i c l e s a n d g a s e s m a lc e it
d i f fi c u lt t o c o m p a r e t h e d o s e s r e c e i v e d b y t h e l u n g s o f r a t s i n t h i s s t u d y t o t h o s e t h a t m i g h t b e
r e c e iv e d b y t h e lu n g s o f h u m a n s f r o m e q u i v a l e n t e x p o s u r e s . [3 4 ]
1 . 1 . 4 . 4 M u t a g e n i c i t y
T h e a b i l i t y o f a c h e m i c a l t o c a u s e a m u t a t i o n i n a g e n e d o e s n o t g u a r a n t e e t h a t t h e
c h e m i c a l w i l l p r o d u c e c a n c e r b u t t h e p o t e n t i a l c a n c e r o u t c o m e f r o m e x p o s u r e t o a c h e m ic a l
o r d r u g h a s b e e n a d r i v e r f o r m u t a g e n i c i t y t e s t in g r e q u i r e d b y r e g u l a t o r y a g e n c i e s . [3 5 ] T h e
c e l l h a s a h o s t o f r e p a i r s y s t e m s , w h i c h c a n c o r r e c t c h a n g e s m a d e t o D N A t h a t a r i s e d u r i n g
r e p l i c a t i o n o r a r e c a u s e d b y c h e m i c a l s , U V d a m a g e , o r v ir u s e s . O n e a p p r o a c h u s e d t o
i d e n t i f y a n d q u a n t i f y t h e c h e m i c a l s p r e s e n t i n P M (e . g . v e h i c l e e x h a u s t o r s m o k e s t a c k
e m i s s i o n s ) , w h i c h p o s e a p o t e n t i a l p u b l i c h e a l t h c o n c e r n , i s t o u s e s h o r t - t e r m b i o a s s a y s . [3 6 ]
X e n o b i o t i c i s a t e r m u s e d in t o x i c o lo g y t o d e fi n e a f o r e i g n c o m p o u n d , w h i c h o r i g i n a t e s
e x o g e n o u s l y , o u t s i d e , t h e n o r m a l m e t a b o l i s m o f t h e o r g a n i s m . T h e g e n o t o x i c a c t i v it y (t o x i c
t o D N A ) r e p o r t e d b y a b i o a s s a y i s a n i n d e x o f D N A d a m a g e a n d p r o v i d e s s o m e i n d i c a t i o n a s
t o t h e p o t e n c y o f t h e e x t r a c t t h a t i s a c t i n g a s a x e n o b i o t i c . [ 3 6 ]
T h e c l a s s i c b i o a s s a y u s e d f o r d e t e c t i n g c a r c i n o g e n s a n d m u t a g e n s h a s b e e n t h e A m e s
S a l m o n e l l a / M i c r o s o m e m u t a g e n i c i t y t e s t . [3 5 ] T h i s r e l a t i v e l y s i m p l e s c r e e n in g t o o l h a s
b e e n u s e d t o e v a l u a t e t h e c a n c e r - c a u s i n g p o t e n t i a l f o r t h o u s a n d s o f c o m p o u n d s . T h e b a s i c
t e s t c a l l s f o r m ix i n g t h e t e s t c o m p o u n d (c h e m i c a l/ s u b s t a n c e ) i n t o t h e m o l t e n t o p a g a r w i t h
t h e b a c t e r i a a n d t h e n p o u r i n g t h i s m i x t u r e o v e r c u l t u r e p l a t e s . T h e t e s t b a c t e r i a , Sa l m o n e l l a
ty p h i m u r i u m , h a v e b e e n m u t a t e d t o l o s e t h e a b i l i t y t o s y n t h e s i z e t h e a m i n o a c i d , h i s t i d in e ,
a n d w i l l st a r v e t o d e a t h i f g r o w n w i t h o u t t h i s e s s e n t i a l n u t r i e n t . T h i s m u t a n t i s a h i st i d i n e
a u x o t r o p h . F u r t h e r m u t a t i o n s a r i s i n g f r o m e x p o s u r e t o m u t a g e n i c c h e m i c a l s c a n a l l o w t h e
b a c t e r i a t o r e g a i n t h e a b i l i ty t o g r o w o n m e d i u m la c k i n g h i s t i d i n e . B a c t e r ia t h a t u n d e r g o
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t h i s c h a n g e a r e c a l le d r e v e r t a n t s a n d e a c h c o l o n y t h a t g r o w s o n t h e p l a t e r e p r e s e n t s o n e
i n it i a l b a c t e r i u m t h a t m u t a t e d b a c k t o i t s h i st i d i n e p r o t o t r o p h . C o l o n i e s a r e c o u n t e d o n t h e
p l a t e t r e a t e d w i t h t h e t e st c o m p o u n d a n d c o m p a r e d t o t h e n u m b e r o f c o l o n i e s o n a v e h i c l e
o n l y c o n t r o l p l a t e . A v a r i e t y o f S ty p h i m u r i u m s t r a i n s (T a b l e 4 ) h a v e b e e n p r o d u c e d t h a t
c o n t a i n d i f f e r e n t m u t a t i o n s i n t h e g e n e s o f t h e h i s t i d i n e b i o s y n t h e s i s p a t h w a y ( i . e . b a s e - p a i r
s u b s t it u t i o n o r f r a m e s h ift m u t a t i o n s ) . T h e u s e o f m u lt i p l e s t r a i n s i n a s c r e e n i n g p r o t o c o l
g i v e s i n s i g h t t o t h e t y p e o f m u t a t i o n t h e t e s t c o m p o u n d i s c a p a b l e o f c a u s i n g .
S o m e c h e m i c a l s , w h i l e n o t d i r e c t l y m u t a g e n i c , c a n b e c o n v e r t e d t o m u t a g e n s b y t he
a c t i o n o f e n z y m e s i n t h e b o d y . T h e a d d i t i o n o f h o m o g e n a t e s o f r a t o r h u m a n l i v e r t o t h e
b i o a s s a y in c o r p o r a t e s a n i m p o r t a n t a s p e c t o f m a m m a l i a n m e t a b o l i s m i n t o t h e i n v i t r o t e s t . [3 5 ,
3 7 ] L i v e r e n z y m e s c o n t a i n e d i n s m a l l p a c k e t s o f d i s r u p t e d e n d o p l a s m i c r e t i c u l u m c a l l e d
m i c r o s o m e s , i d e n t i fi e d a s t h e + S 9 f r a c t i o n , c a n d e t e c t m u t a g e n s , w h ic h r e q u i r e m e t a b o l i c
a c t i v a t io n t o a D N A - r e a c t i v e in t e r m e d i a t e d ( e . g . P A H ) . [3 8 ] S o m e l iv e r e n z y m e s c a n
c o n v e r t r e l a t i v e l y h a r m l e s s c h e m i c a l s , s o m e t im e s r e f e r r e d t o a s p r o m u t a g e n s , i n t o p o t e n t
m u t a g e n s . S c r e e n i n g c h e m i c a l s w it h ( + S 9 ) a n d w it h o u t ( - S 9 ) e x o g e n o u s m e t a b o l i c
e n z y m e s p r o v i d e s e v i d e n c e o f t h e t y p e o f d e t o x i f i c a t i o n p r o c e s s e s i n v o l v e d . R e p e a t e d
s t u d i e s h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t t h e o r g a n i c s o l v e n t e x t r a c t s o f d i e s e l e x h a u s t p a r t i c l e s c o n t a i n
c o n s t i t u e n t s , w h i c h a r e d i r e c t ly (- S 9 ) a n d i n d i r e c t ly ( + S 9 ) m u t a g e n ic . [3 9 ] T y p i c a l ly t h e S 9
f r a c t i o n i s d e r i v e d f r o m l i v e r h o m o n g e n a t e s f r o m m a le S p r a g u e - D a w l e y r a t s p r e - t r e a t e d w it h
A r o c l o r 1 2 54 .
T h e l i m i t e d n u m b e r o f m u t a g e n i c it y t e s t s c o n d u c t e d h a v e b e e n o n b i o d i e s e l o r g a n i c
e x t r a c t s . [2 , 3 6 , 4 0 - 4 3 ] A l l t h e s t u d i e s u s e d t h e S a l m o n e l l a /m i c r o s o m e t e s t t o e v a l u a t e
g e n o t o x ic i t y . T a b l e 3 s u m m a r iz e s a f e w k e y d e t a i l s o f e a c h s t u d y . I n a d d i t i o n , a l l S .
ty p h i m u r i u m t e s t e r s t r a in s c o n t a in a n r / a - m u t a t i o n ( a f fe c t i n g m e mb r a n e p e r m e a b i l i t y ) a n d a
2 0
M v r 5 - d e l e t i o n m u t a t i o n ( a f f e c t i n g D N A e x c i s i o n r e p a i r ) . T a b l e 4 s u m m a r i z e s e n d p o in t s
d e t e c t e d f o r e a c h T A s t r a i n u s e d i n b i o d i e s e i m u t a g e n i c it y s t u d i e s . S t r a i n s T A 98 , T A 9 8 -
I
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SD N P e a n d TA I OO c o n t a i n t l i e p l a s m i d pK M l O l , w li i c l i e n h a n c e s t h e e r r o r - p r o n e D N A
r e p a i r s y s t e m n o r m a l l y p r e s e n t i n S . typ h im u r i u m . [3 5 , 4 4 ] O n e p a t h t h a t o r g a n i s m s u s e t o
m e t a b o l iz e c e r t a i n c o m p o u n d s i s t h r o u g h a c e t y l a t i o n w h e r e b y a n a c e t y l g r o u p (C H 3C O
"
) i s
a d d e d t o a r e a c t i v e g r o u p (e . g . N H 2 , S O 2N H 2 , a n d O H ) o n t h e x e n o b i o t i c c o m p o u n d . T h i s
r e a c t i o n i s f a c i l i t a t e d b y t h e e n z y m e a c e t y l a s e . T h e a c e t y l a s e - d e f i c i e n t d e r i v a t i v e o f S
ty p h i m u r i u m s t r a i n T A 9 8 , T A 9 8 / 1 , 8
- D N P 6 , i s u n a b l e t o m e t a b o l i z e a n d , t h e r e f o r e , i s n o t
m u t a t e d b y n i t r o a r o m a t i c c o m p o u n d s , w h i c h m a y b e p r e s e n t i n o r g a n i c e x t r a c t s o f e n g i n e
e m i s s i o n s .
M u t a g e n i c p o t e n c y c a n b e e x p r e s s e d i n a v a r i e t y o f w a y s de p e n d i n g o n t h e n a t u r e o f
t h e c o m p o u n d , h o w i t w a s o b t a in e d , a n d t o w h a t i t i s b e i n g c o m p a r e d . R e s u lt s f r o m t h e
A m e s m u t a g e n i c i t y t e s t c a n b e e x p r e s s e d a s t h e a c t i v i t y v a l u e o n a m a s s b a s i s
( r e v e r t a n t s / g r a m o r m o l e o f t e s t c o m p o u n d ) , a s m i l e s t r a v e l e d (r e v e r t a n t s /m i l e ) , o r
n o r m a l i z e d t o e n g i n e p o w e r f o r u n i t t i m e ( i e . e n e r g y ) , s u c h a s , r e v e r t a n t s / k W- h .
E x p r e s s i n g m u t a g e n i c i t y r e s u lt s p e r b r a k e - s p e c i fi c e m i s s io n s o f p a r t i c l e (SO F ) o r v a p o r
p h a s e (X O C ) a l l o w s a c o m p a r i s o n t o b e m a d e o f t h e e m i s s i o n s f o r e a c h f i i e l o n a w o r k -
e q u i v a l e n t b a s i s . T h i s p r o v i d e s a m o r e r e a l i st i c c o m p a r i s o n a b o u t t he a m o u n t o f m u t a g e n i c
e m i s s i o n s p r o du c e d b y a g i v e n f u e l u n d e r t h e s a m e e n g in e c o n d i t i o n s .
1 . 1 . 4 . 4 . 1 I n v i t r o M u t a g e n i c i t y S t u d i e s
T h e fi n d i n g s f r o m s e v e r a l m u t a g e n i c i t y s t u d i e s a r e d e s c r i b e d b e l o w . I n a l l c a s e s
t h e SO F w a s t h e p r i m a r y c o m p o n e n t o f t h e e x h a u s t t e st e d i n t h e A m e s a s s a y . D i f f e r e n t
e n g i n e s a n d f u e l s w e r e u s e d i n e a c h s t u d y b u t t h e s a m p l e c o l l e c t i o n a n d e x t r a c t i o n
p r o c e d u r e s w e r e c o m p a r a b l e (T a b l e 3 ) .
2 1
T h e B a g l e y e t a l . s t u d y h a d f o u r p r i m a r y o b j e c t i v e s : ( 1 ) o b t a in PM a n d v a p o r p h a s e
o r g a n i c m a t e r i a l f r o m a t y p i c a l m in i n g d i e s e l e n g i n e o p e r a t i n g o n D 2
- f u e l a n d b i o d i e s e l f u e l
w i t h a n d w i t h o u t a n o x i d a t i o n c a t a ly t i c c o n v e r t e r (O C C ) , (2 ) m e a s u r e t h e p o t e n t i a l l y h e a l t h -
r e l a t e d e m i s s i o n s
, p a r t ic u l a r l y PA H , n i t r o
- PA H , a n d m u t a g e n i c a c t iv it y , (3 ) d e t e r m i n e t h e
e f f e c t s o f t h e f u e l s a n d O C C o n t h e s i z e d i s t r i b u t i o n o f t h e d i e s e l p a r t i c u l a t e m a t t e r , a n d (4 )
a n a l y z e a l l t h e d a t a o b t a i n e d t o e v a l u a t e t h e e f f e c t iv e n e s s o f t h e b i o d i e s e l f u e l s a n d t h e O C C
f o r p o t e n t i a l u s e i n t h e u n d e r g r o u n d m i n e e n v i r o n m e n t a s a m e t h o d f o r c o n t r o l l i n g t o t a l P M
e m i s s i o n s . [4 0 ]
T h i s s t u d y i s o n e o f t h e f e w s t u d i e s t h a t i n c l u de d c h e m i c a l c h a r a c t e r i z a t i o n d a t a fo r
b o t h t h e d i e s e l a n d b i o d ie s e l e n g in e e x h a u st in a d d it i o n t o p e r f o r m i n g t h e m u t a g e n i c i t y
a s s a y s . T h e e n g i n e t e st e d i s t y p i c a l o f e n g i n e s u s e d w i t h u n d e r g r o u n d c o a l m i n e h a u l a g e
v e h i c le s a n d s o m e u n d e r g r o u n d m e t a l m in e a p p l i c a t i o n s . [ 4 5 ] T h e e n g i n e w a s t e s t e d u s i n g
b o t h l i g h t - d u t y a n d h e a v y
- d u t y t r a n s i e n t s p e e d / l o a d t e s t c y c l e s a n d e x h a u s t s a m p l e s c o l l e c t e d
f o r t he c h e m i c a l a n d b i o l o g i c a l c h a r a c t e r i z a t io n . O n ly d a t a f r o m t h e l i gh t - d u t y c y c l e i s
s u m m a r iz e d s i n c e b o t h t e s t c y c l e s s h o w e d g e n e r a l s i m i l a r i t i e s i n t h e t e s t r e s u l t s . T h e
a u t h o r s s e l e c t e d P A H a n d n i t r o - P A H c o m p o u n d s t h a t h a v e b e e n s pe c i f i e d b y t h e U S E PA t o
c a u s e h e a l t h e f f e c t s o r b e c a u s e o f t h e i r p o t e n t ia l t o b e m e t a b o l iz e d t o c o m p o u n d s w i t h k n o w n
o r s u s p e c t e d h e a l t h e f f e c t s (T a b l e 5 ) .
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T a b l e 3 ; S u m m a r y o f m u t a g e n i c i t y s t u d i e s c o n d u c t e d o n b i o d i e s e e x t r a c t s .
R e f e r e n c e s F u e l s T e s t e d E n g i n e T y p e
S a m p l e c o l l e c t i o n a n d
e x t r a c t i o n p r o c e d u r e
T A s t a i n s
u s e d
L o v e l a c e R e s p i r a t o r y R e s e a r c h I n s t i t u t e ( L R R I ),
"
T i e r I I T e s t i n g o f B i o d i e s e i E x h a u s t E m i s s i o n s
u n d e r t h e R e q u i r e m e n t s f o r U SE PA R e g i s t r a t i o n
o f F u e l s a n d F u e l A d d i t i v e s
"
(2 0 00 )
S o y d i e s e l o n ly
(n o t r e p o r t e d i f m e t hy l o r e t hy l
e s t e r )
T w o 19 9 8 C u m m in s
l SB 5 9 L 6 - c y l i n d e r
t u r b o c h a r ge d d i e s e l
e n g i n e s
E x ha u s t c o l l e c t e d o n 2 f i l t e r
ty p e s f o l l o w e d by s e pa r a t e
e x t r a c t i o n s t e p s 1) p a r t i c l e
a s s o c i a t e d S O F 2 ) s e m i - v o l a t i l e
o r ga n i c (SV O F ) c o m p o n e n t
u s i n g S o x h l e t a pp a r a t u s i n
D C M s o l v e n t t h e n s o l v e n t
e x c h a n ge d t o D M SO
T A 15 35 , T A 153 7 ,
T A 9 8
,
T A 98 -
1
,
8 D N P
6 ,
a n d
T A I OO w i t h (+ S 9 )
a n d w i t h o u t (- S 9 )
m e ta b o l i c
e n z y m e s
K a do N Y e t a l ,
"
C h e m ic a l a n d B io a s s a y
A n a ly s e s o f D i e s e l a n d B i o d i e s e i P a r t i c u l a r
M a t t e r : P i l o t S t u d y
"
( 19 96 )
R a p e s e e d O i l E t h y l E s t e r
(R EE ) a n d D ie s e l
19 9 5 D o d g e
C u m m i n s B
T u r b o d i e s e l )
(5 9
E x h a u s t c o l l e c t e d o n fi l t e r s
f o l l o w e d by s o n i c a t i o n
e x t r a c t i o n i n t o D C M
T A 9 8 w i t h (+ S9 )
a n d w i t h o u t (- S 9 )
m e ta b o l i c
e n z y m e s
K a d o N Y a n d K u z im i c k y P A ,
"
B i o a s s a y A n a l y s e s
o f P a r t i c u l a t e M a t t e r F r o m a D ie s e l B u s E n g i n e
U s i n g V a r i o u s B i o d i e s e i F e e d s t o c k f u e l s
"
(2 00 3 )
S o y M e t h y l E s t e r (SM E ),
C a n o l a M e t h y l E s t e r , P o r k
L a r d M e t hy l E s t e r , B e e f
T a l l o w M e t hy l E s t e r , Y e l l o w
G r e a s e M e t h y l E s t e r , a n d
d i e s e l
19 9 1 pr o d u c t i o n m o d e l
D e t r o i t D i e s e l 6 -
c y l i n d e r 4
- s t o k e e n g i n e
E x ha u s t c o l l e c t e d o n fi l t e r s
f o l l o w e d by s o n i c a t i o n
e x t r a c t i o n i n t o D C M s o l v e n t
T A 9 8 w i t h (+ S 9 )
a n d w i th o u t (- S 9 )
m e t a b o l i c
e n z y m e s
B i i n g e r J e t a l ,
" M u t a g e n i c a n d c y t o t o x i c e f f e c t s
o f e x h a u s t p a r t i c u l a t e m a t t e r o f b i o d i e s e i
c o m p a r e d t o f o s s i l d i e s e l f u e l
"
( 199 8 )
R a p e s e e d o i l m e t h y l e s t e r
(R M E ) a n d d ie s e l
V W Ve n t o 1 9 1 T D I
t u r b o c h a r g e d d i r e c t
i n j e c t d i e s e l e n g i n e
w i t h c a t a ly t i c c o n v e r t e r
E x ha u s t c o l l e c t e d o n fi l t e r s
f o l l o w e d b y e x t r a c t i o n i n a
S o x h l e t a p p a r a t u s w i t h D C M
s o l v e n t
T A 9 7 a , T A 98 ,
T A I OO, a n d
T A 10 2
,
w i th
(+ S 9 ) a n d w i t ho u t
(- S 9 ) m e t a b o l i c
e n z y m e s
B u n ge r J e t a l ,
"
C y t o t o x i c a n d m u t a g e n i c e f f e c t s ,
p a r t i c l e s i z e a n d c o n c e n t r a t i o n a n a ly s i s o f d i e s e l
e n g i n e e m is s i o n s u s i n g b i o d i e s e i a n d p e t r o l d i e s e l
a s f u e l
"
( 20 0 0)
R M E a n d d i e s e l
T r a c t o r w i t h a f o u r -
s t o k e d i r e c t i n j e c t i o n
d i e s e l e n g i n e (F e n d t
30 6 L S , 5 2 k W )
E x h a u s t c o l l e c t e d o n fi l t e r s
f o l l o w e d b y e x t r a c t i o n i n a
S o x h l e t a p p a r a t u s w i t h D C M
s o l v e n t
TA 9 8 a n d TA I OO
w i t h ( + S 9 ) a n d
w i t ho u t (- S 9)
m e t a b o l i c
e n z y m e s
B a g l ey S . ,
"
E f f e c t s o f O x i d a t i o n C a t a l y t i c
C o n v e r t e r a n d a B io d i e s e i F u e l o n t h e C h e m i c a l
,
M u t a g e n i c a n d P a r t i c l e S i z e C h a r a c t e r i s t i c s o f
E m i s s i o n s f r o m a d i e s e l E n g i n e
"
( 199 8 )
SM E a n d d i e s e l
19 8 3 C a t e r p i l l a r 3 3 04
P C N A , 7 L i n d i r e c t
i n j e c ti o n , n a t u r a l ly
a s p i r a t e d e n g i n e , u s e d
i n u n d e r g r o u n d m i n e
te s t e d w i th c a t a ly t i c
c o n v e r t e r
E x h a u s t c o l l e c t e d o n 2 fi l t e r
t y pe s f o l l o w e d by s e pa r a t e
e x t r a c t i o n s t e p s 1) p a r t i c l e
a s s o c i a t e d SO F 2) e x t r a c t a b l e
s e m i - v o l a t i l e o rg a n i c c o m po n e n t
u s i n g S o x h l e t ap p a r a t u s w i th
D C M s o l v e n t
T A 9 8 , T A 9 8N R
a n d T A 9 8 -
1 , 8 D N P 6 w i t h
(+ S9) a n d w i t h o u t
(- S 9 ) m e t a bo l i c
e n z y m e s
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T a b l e 4 : B i o a s s a y T e s t i n g : S . ty p h im u r i u m s t r a i n s u s e d i n b i o d i e s e l m u t a g e n c i t y s t u d i e s .
T a b l e m o d i f i e d f r o m [ 3 8 , 4 4 , 4 6 ] .
S t r a i n E n d p o i n t D e t e c t e d
T A 1 5 3 5 C a n d e t e c t b a s e - p a ir s u b s t i t u t i o n m u t a t i o n s a f f e c t in g t h e h i s G 4 6 a l l e l e
T A 15 3 7
- - '
T A 9 8
C a n d e t e c t a f r a m e s h i ft m u t a t i o n a f f e c t i n g t h e h i s C 3 0 7 6 a l l e l e .
T A 15 3 8 w i t h R f a c t o r ; p r o f i c i e n t a c e t y l a s e ; C a n d e t e c t f r a m e s h i f t
m u t a t i o n s a f f e c t in g t h e h i s D 3 032 a l l e l e .
(- S9 ) i n d ic a t e s t h e r o l e o f a d ir e c t - a c t i n g m u t a g e n i c PA H
'
T A 9 8 - 1 , 8 D N P 6 A c e t y l a s e
- d e f i c i e n t s t r a i n d e f i c i e n t r e s u l t s in i n a b i l i ty o f s t r a in t o b e
m u t a t e d b y n it r o a r o m a t i c s .
T A I OO T A 15 3 5 w it h R f a c t o r . C a n d e t e c t b a s e - p a i r s u b s t i t u t i o n m u t a t i o n s
a f f e c t i n g t h e h i s G 4 6 a l l e le .
T A 9 7 a C a n d e t e c t f r a m e s h i ft m u t a t i o n .
T A 10 2 M u t a n t s f r o m o x i d a t iv e d am a g e a n d c r o s s l i n k s .
'
T A 98N R T A 98 d e f i c i e n t in n it r o r e d u c t a s e
,
a r e d u c i n g e n z y m e , t h e r e f o r e , d o e s n o t
r e s p o n d t o n it r a t e d PA H .
'
i n c o r p o r a t i o n o f t h i s r e s i s t a n c e t r a n s f e r f a c t o r p r o d u c e s a s t r a i n w i t h g r e a t e r s e n s i t i v i t y t o m u t a t i o n i n d u c t i o n t h a n
w i th t h e p a r e n t a l s t r a i n s
"
T h e d i f e r e n c e b e t w e e n t h e r e s u l t s w i th t h e s e t w o s t r a i n s i n d i c a t e s t h e r o l e o f n i t r a t e d PA H c o m po u n d s o n
m u t a g e n i c i t y .
^
T h e d i f fe r e n c e b e t w e e n th e r e s u l t s w i t h t h e s e t w o s t r a i n s i n d i c a t e s th e r o l e o f d i - n i t r a t e d PA H c o m p o u n d s o n
m u t a g e n i c i t y .
T h e e m i s s io n s o f T PM
,
SO F , a n d X O C f o r t h e l i g h t
- d u t y t e s t c y c le a r e p r e s e n t e d o n a
b r a k e - s p e c i f i c (w o r k n o r m a l i z e d ) b a s i s (F i g u r e 1 1 ) . D u r i n g o p e r a t i o n w i t h b i o d i e s e l f u e l , t h e
SO F w a s 6 0 % a n d 8 0 % o f t h e T P M e m i s s i o n s w h e n m e a s u r e d w i t h a n d w it h o u t t h e O C C
,
r e s p e c t i v e l y . T h i s f i n d i n g i s c o n s i s t e n t f o r t h e l i g h t - du t y t r a n s i e n t c y c l e , w h i c h i s d e s i g n e d t o
r e p l i c a t e o p e r a t i n g c o n d i t i o n s t h a t m a y l e a d t o h i g h SO F e m i s s i o n s ( e . g . l i g h t l o a d c o n d i t i o n s
t e n d t o i n c r e a s e e n g i n e l u b r i c a t in g o i l c o n s u m p t i o n a n d l u b r i c a n t - a s s o c i a t e d S O F ) . T h e SO F
f o r t h e D 2 - f u e l w a s 4 0% o f t h e T P M w i t h t h e O C C a n d 5 7% o f t h e T PM w i t h o u t t h e O C C .
T a b l e 3 d e s c r ib e s t h e t h r e e T A s t r a in s u s e d t o de t e r m i n e t h e m u t a g e n i c a c t i v i t y o f t h e
t o t a l p a r t i c u l a t e m a t t e r S O F a n d t h e v a p o r - p h a s e (X O C ) p o r t i o n s o f t h e e m i s s i o n s . T h e
c o m b in a t i o n o f t e s t e r s t r a in s T A 9 8 a n d T A 9 8 - 1 , 8D N P 6 c a n de t e c t t h e p r e s e n c e o f d i -
n i t r o a r o m a t ic s i n a t e s t a r t i c l e . T h e br a k e - s p e c i f i c em i s s i o n s o f SO F a s s o c i a t e d m u t a g e n i c
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a c t iv i t y o v e r t h e l i g h t
- d u t y t r a n s ie n t t e s t c y c l e s h o w s s i g n i f ic a n t r e du c t i o n s w it h b i o d i e s e l
(F i g u r e 1 2 ) . T h e a d d i t io n o f t h e O C C f u r t h e r r e d u c e d m u t a g e n i c a c t i v it y i n t h e b i o d i e s e l
S O F . L o w - l e v e l m u t a g e n i c a c t i v i t y w a s d e t e c t e d w i t h t h e b i o d i e s e l X O C w i t h o u t t h e O C C .
H o w e v e r , n o v a p o r p h a s e - a s s o c i a t e d m u t a g e n i c a c t iv it y w a s d e t e c t e d w i t h t h e O C C .
T a b l e 5 : PA H a n d n i t r o - P A H m e a s u r e d i n B a g l e y e t a l . s t u d y [4 0 ] C a n c e r c l a s s i fi c a t i o n
b a s e d o n t h e R e p o r t o n C a n n o g e n s . [4 7 ] T h e G r o u p w a s a s s ig n e d b y t h e I n t e r n a t i o n a l
A g e n c y fo r R e s e a r c h o n C a n c e r .
N a m e
F l u o r a n th e n e (F L U )
P y r e n e (PY R )
B e n z [ a ] a n t h r a c e n e (B a A )
C h i y s e n e (C H R )
B e n z o (b) f l u o r a n t h e n e (B b F )
B e n z o [ a ]p y r e n e (B a P )
D ib e n z [ a , h ] a n t h r a c e n e (D B A )
B e n z o [k ] fl u o r a n t h e n e (B k F )
B e n z o [g , h , i ] p e r y l e n e (B P )
1- n i t r o p y r e n e ( 1- N P )
2 - n i t r o fl u o r e n e (2 - N F )
6 - n i t r o c h r y s e n e ( 6 - N C )
D in i t r o p y r e n e s ( 1 , 6 - D N P a n d 1 , 8 - D N P )
H u m a n H e a l t h H a z a r d
S u s p e c t e d G I o r L i v e r t o x i c a n t
S u s p e c t e d N e u r o t o x i c a n t , s k i n o r s e n s e o rg a n
t o x i c a n t
R e a s o n a b ly a n t i c ip a t e d t o be a h u m a n
c a r c i n o g e n
R e a s o n a b ly a n t i c ip a t e d t o b e a h u m a n
c a r c i n o g e n
R e a s o n a b ly a n t i c i p a t e d t o b e a h u m a n
c a r c i n o g e n ^ ^ _
R e a s o n a b ly a n t i c ip a t e d t o be a h u m a n
c a r c i n o g e n s u s p e c t e d d e v e l o p m e n t a l , e n d o c r i n e ,
G I
,
l i v e r
,
r e s p i r a t o r y , a n d s k i n t o x i c a n t
R e a s o n a b ly a n t i c ip a t e d t o b e a h u m a n
c a r c i n o g e n ^ _ _ _ _
R e a s o n a b ly a n t i c i p a t e d t o b e a h u m a n
c a r c i n o g e n
R a n k e d a s o n e o f m o s t h a z a r d o u s c o m p o u n d s to
e c o s y s t e m ^ _ _ _
R e a s o n a b ly a n t i c ip a t e d t o b e a h u m a n
c a r c i n o g e n
p o s s i b ly c a r c i n o g e n i c t o hu m a n s (G r o u p 2 B )
R e a s o n a b l y a n t i c i p a te d t o b e a h u m a n
c a r c i n o g e n ^ _ _
R e a s o n a b ly a n t i c ip a t e d t o b e a h u m a n
c a r c i n o g e n
On l y s e v e n o u t o f t h e n i n e P A H c o m p o u n d s i n t h e t e s t m a t r i x w e r e d e t e c t a b l e i n b o t h
D 2 a n d b i o d i e s e l S O F . I n g e n e r a l , u s e o f b i o d i e s e l s i g n i fi c a n t ly r e d u c e d P A H l e v e l s
c o m p a r e d t o D 2 . I n t e r p r e t i n g t h e m u t a g e n i c i t y a n d t h e SO F PA H fi n d i n g s , B a g le y e t a l .
c o n c l u d e d t h a t t h e n it r o - PA H s w o u l d m a k e a g r e a t e r c o n t r i b u t i o n t o t h e o b s e r v e d m u t a g e n i c
a c t i v i t y w i t h t h e D 2 - f u e l t h a n w i t h t h e b i o d i e s e l f u e l i n p a r t b e c a u s e D 2 h a d h i g h e r d e t e c t a b l e
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l e v e l s o f 1 - n i t r o p y r e n e (1 - N P ) t h a n t h e b i o d i e s e l w it h a n d w i t h o u t a n O C C . [4 0 ]
T h e a u t h o r s c o n c l u d e d t h a t u s i n g b i o d i e s e l i n d i e s e l e n g i n e s o p e r a t e d i n c o n f i n e d
s p a c e s i s s u it a b l e f o r T PM c o n t r o l . T h e b e n e f i t s o f u s i n g b i o d i e s e l i n t h i s st u d y i n c l u d e d :
r e d u c e d p a r t i c l e
- a s s o c i a t e d P A H
,
1 - N P
,
a n d m u t a g e n i c a c t iv it y l e v e l s ; l o w e r SO L e m i s s i o n s ;
a n d r e d u c e d e m i s s i o n s o f u lt r a f i n e PM . H o w e v e r , t h e i n c r e a s e SO F e m i s s i o n s w it h b i o d i e s e l
u s e w o u l d n e c e s s i t a t e t h e u s e o f a n O C C .
2 6
S O L fP a r t i c * s
P h a s e )
I j U r a e t a t t i A O rg a
n i c U a t e r a l
I 9 5% C o n rK te ft c e f T P M a n a X O C )
a e
□ S C f (P a t o l e P B a s s )
n X O C (V a p o r P ? »a i e '
B l0 ( U e s « <
w / O CC
F i g u r e 1 1 : B r a k e
- sp e c ifi c t o t a l p a r t i c u l a t e m a t t e r (T P M) e m i s s i o n s w i t h t h e r e l a t i v e
c o n t r i b u t io n s o f t h e s o l u b l e o r g a n i c f r a c t i o n (S O F ) , s o l i d , i n s o l u b l e m a t e r i a l (SO L ) , a n d
v a p o r
-
p h a s e o r g a n i c m a t e r i a l (X O C ) e m i s s i o n s o v e r t h e l ig h t - d u ty t r a n s i e n t t e s t cy c l e . D 2
i s n u m b e r 2 d i e s e l f u e l ; O C C i s o x i d a t i v e c a t a l y t i c c o n v e r t e r . T h e 9 5% c o n fi d e n e c e
i n t e r v a l i s e x p r e s s e d a s 2 . 5 % c o n f i d e n c e b a s e d o n t h e ^- d i s t r i bu t i o n . S o u r c e [4 0 ] .
■ S O F
D XO C
I 9 5 % C o n f I n t
B io d i fl s « r
w o c c w WC C
F i g u r e 1 2 : B r a k e - s p e c i fi c e m i s s i o n s o f s o l u b l e o r g a n i c f r a c t i o n (S O F ) a n d v a p o r p h a s e
(X O C ) a s s o c i a t e d m u t a g e n i c a c t i v i ty o v e r t h e l i g h t - d u ty t r a n s i e n t t e s t c y c l e . T i l i s
n u m b e r 2 d i e s e l f u e l ; O C C i s o x i d a t i v e c a t a ly t i c c o n v e r t e r . T h e 9 5 % c o n fi d e n c e i n t e r v a l i s
e x p r e s s e d a s 2 . 5 % c o n fi d e n c e b a s e d o n t h e ^ d i s t r i b u t i o n . So u r c e [4 0 ] .
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K a d o e t a l . c o n d u c t e d t w o m u t a g e n i c i t y st u d i e s o n t w o e n g in e s u n d e r d i f f e r e n t t e s t
c o n d it i o n s f u e l e d w i t h d i f f e r e n t b i o d i e s e l (T a b l e 3 ) . [3 6 , 4 1] I n t h e fi r s t s t u d y (19 9 6 ) , t h e y
t e s t e d f o u r d i f fe r e n t f u e l s ( 1 ) 10 0% D 2 l o w s u l f u r , ( 2 ) 1 00 % r a p e s e e d e t h y l e s t e r (R E E ) , ( 3 )
a b l e n d o f 2 0 % R E E a n d 8 0 % D 2 , a n d (4 ) a b l e n d o f 5 0 % R E E a n d 50 % D 2 i n a
c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e d i e s e l e n g i n e e q u i p p e d w it h a n d w i t h o u t a c a t a l y t i c c o n v e r t e r . [3 6 ]
I n t h e s u b s e q u e n t s t u dy (2 00 3 ) , K a d o e t a l . e x a m i n e d m u l t i p l e b i o d i e s e l s a m p l e s (d i f f e r e n t
o i l f e e d st o c k s ) i n a c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e d i e s e l e n g i n e . [4 1 ] T h e y d i d n o t r e p o r t w h e t h e r
t h e e n g i n e w a s e q u ip p e d w i t h a c a t a ly t i c c o n v e r t e r .
I n b o t h s t u d i e s
,
e x t r a c t s w e r e d i s s o l v e d i n d i m e t h y l s u l f o x i d e (D M SO ) a n d t h e
c o n c e n t r a t i o n e x p r e s s e d a s
"
p a r t ic l e e q u iv a le n t
"
,
w h i c h r e f e r s t o t h e a m o u n t o f e x t r a c t
d e r i v e d f r o m t h e m a s s o f p a r t i c u la t e m a t t e r a n d n o t t h e a c t u a l c o n c e n t r a t i o n o f e x t r a c t e d
o r g a n i c s . T h e A m e s a s s a y w a s c o n d u c t e d w i t h d i s s o l v e d e x t r a c t s , w h i c h w e r e s e r i a l l y
d i l u t e d . T h e " s p e c i f i c m a s s m u t a g e n i c a c t iv i t y
"
o r t h e n u m b e r o f r e v e r ta n t s p e r m g
p a r t i c u l a t e m a t t e r e q u iv a l e n t (R e v /m g E q ) w a s d e t e r m i n e d f r o m t h e d o s e - r e s p o n s e c u r v e .
T o r e l a t e t h e r e s u l t s o f t h e m u t a g e n e s i s a s s a y b a c k t o t he e n g in e c o n d i t i o n s d u r i n g t h e 199 6
s t u d y , t h e s p e c i fi c m a s s m u t a g e n i c a c t i v i t y w a s m u l t i p l i e d by t h e m a s s o f p a r t i c u l a t e m a t t e r
e m it t e d p e r m i l e .
'
T h i s i s e x p r e s s e d a s
"
r e v e r t a n t s p e r m i l e
"
a n d i s a n i n d i c a t o r o f
g e n o t o x i c c o m p o u n d s r e l e a s e d p e r m i l e . I n t h e 2 00 3 st u dy , m u t a g e n i c a c t i v i t y w a s
e x p r e s s e d a s R e v /B H P - H (b r a k e - h o r s e p o w e r h o u r ) .
I n t h e 199 6 s t u d y , t h e in v e s t i g a t o r s r e p o r t e d t h a t t h e SO F p r o d u c e d b y 10 0%) R E E
fu e l p r o d u c e d t h e l o w e s t g e n o t o x i c (D N A - d a m a g i n g ) a c t i v it y fo r b o t h t h e n o n - c a t a l y s t
(F i g u r e 1 3 ) a n d c a t a ly s t - e q u ip p e d e n g i n e (F i g u r e 1 4 ) c o m p a r e d t o t h e D 2 f u e l . K a d o e t a l .
r e p o r t e d in t h e N R E L r e p o r t (2 0 03 ) t h a t a l l t e s t f u e l s , w h i c h w e r e c o l l e c t e d u n d e r b o t h c o l d
2 8
a n d h o t s t a r t c o n d i t i o n s
,
w e r e m u t a g e n i c i n t h e b i o a s s a y w h e n e x p r e s s e d a s R e v / |j g £ q
(e x t r a c t e d m i c r o g r a m PM e q u i v a le n t ) . B y i n c o r p o r a t i n g t he e m i s s i o n r a t e o f PM f o r e a c h
f u e l i n t o t h e c a l c u l a t i o n u n d e r s p e c i f i c t e s t c o n d i t io n s , t h e y r e p o r t e d t h e p o t e n t i a l f o r r e a l -
w o r l d e x p o s u r e t o m u t a g e n i c c o m p o u n d s . E x p r e s s e d a s m u t a g e n e m i s s i o n r a t e s ,
R e v /B H P - H x 10 ^
,
t h e D 2 - f u e l u n d e r c o l d a n d h o t s t a r t c o n d it i o n s a n d w i t h a n d w i t h o u t S 9
m e t a b o l i c e n z y m e s , w a s h i g h e r t h a n t h e r a t e s f r o m t h e fi v e b i o d i e s e l f u e l s t e s t e d (T a b l e 6 ) .
St a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e , h o w e v e r , w a s n o t r e p o r t e d .
1 5
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0 0 0 , 0 0 0
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F i g u r e 1 3 : T o t a l m u t a g e n i c i t y e q u i v a l e n t e m i s s i o n s f r o m n u m b e r 2 d i e s e l (D 2 ) s o l u b l e
o r g a n i c f r a c t i o n (SO F ) a n d 10 0% r a p e e t h y l e s t e r (R E E ) SO F (A r r o w s p o i n t t o t h e
m u t a g e n i c i t y d a t a f o r t h e f u e l s t o c o m p a r e ) . E n g i n e w i t h o u t c a t a ly t ic c o n v e r t e r . A l l f u e l s
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F i g u r e 1 4 : T o t a l m u t a g e n i c i t y e q u i v a l e n t e m i s s i o n s f r o m n u m b e r 2 d i e s e l (D 2 ) s o l u b l e
o r g a n i c f r a c t i o n (S O F ) a n d 10 0% r a p e e t h y l e s t e r (R E E ) SO F (A r r o w s p o i n t t o t h e
m u t a g e n i c i t y d a t a f o r t h e f u e l s t o c o m p a r e ) . E n g i n e w i t h c a t a l y t i c c o n v e r t e r . A l l f u e l s
w e r e t e s t e d u n d e r h o t s t a r t c o n d i t i o n s u n l e s s i n d i c a t e d a s a c o l d s t a r t (C ) . S o u r c e [ 3 6 ] .
T a b l e 6 : S u mm a r y t a b l e o f M u t a g e n E m i s s i o n R a t e s u n d e r c o l d a n d h o t s t a r t c o n d i t i o n s
f o r n u m b e r 2 d i e s e l (D 2 ) a n d 5 b i o d i e s e l s a m p l e s . T h e D 2 s o l u b l e o r g a n i c f a c t i o n (SO F )
h a d h i g h e r m u t a g e n e m i s s i o n r a t e s ( h i g h l i g h t e d i n b l u e ) i n a l l c a t e g o r i e s c o m p a r e d t o a l l 5
b i o d i e s e l s a m p l e s . M o d i fi e d f r o m [4 1] .
C o l d S t a r t C o n d i t i o n s
M u t a g e n Em i s s i o n R a t e
(R e v e r t a n t s /B H P - H x 10
^
)
H o t S t a r t C o n d i t i o n s
M u t a g e n E m i s s i o n R a t e
(R e v e r t a n t s / B H P - H X 10
^
)
T e s t F u e l T A 9 8 (+ S 9 ) T A 9 8 ( - S 9 ) T A 98 (+ S 9 ) T A 9 8 (- S 9 )
D 2 2 . 8 6 4 . 4 9 3 . 0 5 3 . 9 3
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C a n o l a M e t h y l E s t e r
(C M E )
2 . 6 1 2 . 9 1 . 3 3 2 . 2 9
P o r k L a r d M e t h y l E s t e r
(P L M E )
2 . 0 5 1 . 5 5 2 . 4 9 2 . 6 2
B e e f T a l l o w M e t h y l
E s t e r (B T M E )
1 . 6 5 . 5 3 1 . 5 6 1 . 5 9
Y e l l o w G r e a s e M e t h y l
E s t e r (Y G M E )
2 . 2 3 1 . 6 9 1 . 7 7 1 . 7 8
3 0
T h e N a t i o n a l B i o d i e s e l B o a r d (N B B ) o n b e h a l f o f b i o d i e s e l p r o d u c e r s c o n t r a c t e d
w i t h L o v e l a c e R e sp i r a t o r y R e s e a r c h I n s t i t u t e ( L R R I ) t o c o n du c t t he E PA - m a n d a t e d T i e r 2
h e a l t h e f f e c t s t e s t i n g o f b i o d i e s e l e x h a u st e m i s s i o n s . [4 8 ] T h e T i e r 2 t e s t in g f o r b i o d i e s e l
i n c l u d e d t h e s u b c h r o n i c i n h a l a t i o n s t u d y u s i n g r a t s e x p o s e d t o 1 0 0 % s o y - b a s e d b i o d i e s e l f o r
a t o t a l o f 7 5 d a y s a n d A m e s m u t a g e n e s i s a s s a y u s in g b i o d i e s e l PM - SO F . T h i s s t u d y d i d
n o t h a v e a c o m p a r i s o n s e t o f r a t s e x p o s e d t o d i e s e l e x h a u s t i n t h e s a m e m a n n e r n o r w a s a
d i e s e l P M - SO F t e s t e d i n t h e A m e s a s s a y .
M u t a g e n i c it y t e s t i n g w a s s u b c o n t r a c t e d o u t t o a l a b o r a t o r y , w h i c h e v a l u a t e d t h e
a b i l i t y o f b i o d i e s e l P M - SO F t o in d u c e r e v e r s e m u t a t i o n s i n fi v e t e s t e r s t r a i n s (T a b l e 4 a n d
T a b l e 3 ) . [4 4 ] T h e c o n t r a c t l a b o r a t o r y r e p o r t e d s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t , d o s e - d e p e n d e n t
i n c r e a s e s i n r e v e r t a n t f r e q u e n c i e s , a p p r o x i m a t e l y 3 . 2 t o 5 4 - f o l d o v e r t h e c o n t r o l v a l u e s , in
f o u r t e s t e r s t r a i n s , w it h a n d w i t h o u t t h e S9 i r a c t i o n . T h e r e l a t i v e m u t a g e n i c i t y o f t h e t e s t
a r t i c l e (b i o d i e s e l PM - S O F ) i n t h e v a r i o u s s t r a i n s p r o du c e d a r a n k o r d e r o f : T A 10 0 ± S9
(2 . 4 r e v / ^ g - p l a t e
' ^
) > T A 9 8± S 9 1 . 0 - 1 . 5 r e v / ^ g
-
p l a t e
" ^
) > T A 15 3 7 ± S 9 (0 . 7 2 - 0 . 7 5 r e v / ^ g - p l a t e
" '
)
> TA 9 8 - 1
,
8D N P 6± S 9 (0 . 3 1 - 0 . 6 4 r e v / n g - p l a t e
" '
) > T A 15 3 5 ± S 9 (0 . 0 6 1 - 0 . 0 7 6 r e v / n g - p l a t e
" '
) .
T h e r e p o r t c o n c l u d e d t h a t d u e t o t h e p o s i t iv e r e s p o n s e o b s e r v e d i n t h e T A 9 8 s t r a i n , w h i c h i s
c a p a b l e o f a c e t y l a t i n g a n i t r o g e n c o n t a i n i n g c o m p o u n d ( e . g . R N H 2 , a m i n e ) , t h e w e a k
m u t a ge n i c a c t iv it y i n T A 9 8 - 1 , 8D N P 6 , a l o n g w i t h t h e i n a b i l it y o f t h e l a t t e r t o b e m u t a t e d b y
n it r o a r o m a t ic c o m p o u n d s , a p p r o x im a t e l y o n e - t h i r d t o o n e - h a l f o f t h e m u t a g e n ic it y o b s e r v e d
i n T A 9 8 c a n b e a t t r i b u t e d t o t h e p r e s e n c e o f n i t r o a r o m a t i c s i n t h e s a m p l e .
P r e v i o u s r e s e a r c h b y B i i n g e r e t a l . c o m p a r e d e x ha u s t e m i s s i o n s f r o m a t e s t e n g in e
a n d a t r a c t o r e n g i n e f u e l e d o n R M E a n d D 2 . [4 9 , 5 0 ] T h e y r e p o r t e d a s i g n i fi c a n t r e du c t i o n
in PA H i n t h e b i o d i e s e l e m i s s io n t h a t s u g g e s t s a l o w e r m u t a g e n i c a n d c a r c i n o g e n i c p o t e n c y
o f t h e e x h a u s t b u t a n i n c r e a s e i n t h e a l de h y d e / k e t o n e e m i s s i o n s . I n t h e i r 1 9 9 8 s t u d y , t h e y
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a s s e s s e d h o w t h e s e a l t e r e d p a t t e r n s i n e x h a u st c o m p o s it i o n o f RM E r e s u l t e d In c h a n g e s t o
t h e g e n o t o x ic a n d c y t o t o x i c e f f e c t s f o r R M E P M o r g a n i c e x t r a c t s c o l l e c t e d f r o m a l i g h t d u t y
d i e s e l e n g i n e . [4 2 ] R e s u l t s w e r e d i r e c t ly c o m p a r e d t o t h e d i e s e l P M o r g a n i c e x t r a c t . T h e
a u t h o r s e x p r e s s e d A m e s r e s u lt s a s r e v e r t a n t s /m g p a r t i c u l a t e / k m . C o m p a r e d t o D 2 PM
e x t r a c t s , R M E SO F w a s l e s s m u t a g e n i c i n a l l v e h i c l e t e st c y c l e s
T h e g r o u p p u b l i s h e d r e s u lt s f r o m a s u b s e q u e n t s e t o f e x p e r im e n t s u s i n g SO F f r o m
R M E PM c o l l e c t e d f r o m a t r a c t o r , o p e r a t e d u n d e r lo w a n d h i g h l o a d t e s t c o n d i t io n s . [2 ] A l l
e x t r a c t s w e r e s i g n i f i c a n t l y m u t a g e n i c t o TA 9 8 (F i g u r e 1 5 ) a n d T A I OO (F i g u r e 1 6 ) , h o w e v e r ,
t h e SO F o f t he d i e s e l f u e l w a s m o r e m u t a g e n i c t h a t t h e R M E SO F i n b o t h t e s t e d s t r a i n s .
R e s u l t s i n d i c a t e a d e p e n d e n c y o f t h e n u m b e r o f r e v e r t a n t s o n t h e l o a d o f t h e e n g i n e . U n d e r
h i gh l o a d (r a t e d p o w e r ) t e s t c o n d i t i o n s , a t w o - f o l d h i g h e r m u t a g e n i c e f f e c t o f t h e e x t r a c t s o f
bo t h fu e l s w a s o bs e r v e d o v e r t h e lo w l o a d ( i d l i n g ) f o r t h e s a m e e x h a u s t v o l u m e . W h e n t h e
e n g in e i s f u e l e d o n d i e s e l f u e l t h e n u m b e r o f r e v e r t a n t s i s g r e a t e r i n t h e - S 9 f r a c t i o n a t b o t h
r a t e d p o w e r a n d i d l i n g . H o w e v e r , w h e n t h e e n g i n e i s a t i d l e r u n n in g o n R M E t h e n u m b e r
o f r e v e r ta n t s i s g r e a t e r i n t h e + S9 f r a c t i o n (c i r c le o n g r a p h s ) . T h i s s u g g e s t s p o s s i b l y m o r e
i n d i r e c t a c t i n g m u t a g e n s a r e e m i t t e d a t i d le w h e n t h e e n g i n e i s r u n o n R M E .
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F i g u r e 1 5 : M u t a g e n ic it y o f s o l u b le o r g a n ic f r a c t i o n (S O F ) o f r a p e m e t h y l e s t e r (RM E )
a n d d i e s e l f u e l (D F ) i n S . typ h i m u r i u m s t r a i n TA 9 8 a t r a t e d p o w e r a n d i d l e w it h a n d w i t h o u t
m e t a b o l i c a c t i v a t i o n b y in d u c e d r a t l i v e r h o m o g e n a t e s (S 9 ) . Wh e n t h e e n g i n e i s f u e l e d o n
d i e s e l f u e l t h e n u m b e r o f r e v e r t a n t s i s g r e a t e r in t h e - S 9 f r a c t i o n a t b o t h r a t e d p o w e r a n d
i d l i n g . H o w e v e r , w h e n t h e e n g i n e i s a t id l e r u n n in g o n R M E t h e n u m b e r o f r e v e r t a n t s i s
g r e a t e r i n t h e + S 9 f r a c t i o n (c ir c l e o n g r a p h ) . T h i s s u g g e s t s p o s s i b l y m o r e i n d i r e c t a c t in g
m u t a g e n s a r e e m i t t e d a t i d l e w h e n t h e e n g i n e i s r u n o n R M E . M o d i f i e d f r o m [2 ] .
T A 100 . r a t e d p o t w c r
R ME • S 9
1 0 0
Ex rw u i t n I
TA 1 0 0
,
id li n g
O D F » S 9 i
r - R M E • S 9 i
50 10 0
E x h a u s t in t
F i g u r e 1 6 : M u t a g e n i c it y o f s o lu b l e o r g a n i c f r a c t i o n (SO F ) o f r a p e m e t h y l e s t e r (R M E )
a n d d i e s e l f i i e l (D F ) i n S ty p h i m u r i u m s t r a in TA I OO a t r a t e d p o w e r a n d i d l e w it h a n d
w i t h o u t m e t a b o l ic a c t i v a t i o n b y i n d u c e d r a t l i v e r h o m o g e n a t e s (S 9 ) . A s i m i l a r r e s p o n s e i s
o b s e r v e d in t h i s S a l m o n e l l a s t r a i n ; w h e n t h e e n g i n e i s r u n o n RM E a t i d l e t h e SO F
c o m p o n e n t o f t h e e m i s s i o n s c a u s e s a s l i g h t l y h i g he r n u m b e r o f r e v e r t a n t s i n t h e + S 9 f r a c t i o n
t ha n i n t h e - S 9 f r a c t i o n . T h i s s u g g e s t s p o s s i b l y m o r e i n d i r e c t a c t in g m u t a g e n s a r e e m i t t e d
a t i d l e w h e n t h e e n g i n e i s r u n o n R M E . M o d i f i e d f r o m [2 ] .
3 3
1 . 1 . 4 . 4 . 2 S u m m a r y / C o n c l u s i o n o f M u t a g e n i c i t y A s s a y s
T h e st u d i e s s u m m a r i z e d , i n g e n e r a l , sh o w b i o d i e s e l S O F t o b e le s s m u t a g e n i c in t h e
A m e s a s s a y c o m p a r e d t o p e t r o l e u m d i e s e l . H o w e v e r , a t t h i s t i m e t h e r e i s i n s u fi c i e n t
i n f o r m a t i o n o n t h e m u t a g e n i c p o t e n t ia l o f b i o d i e s e l S O F c o n s i d e r i n g t h e p o t e n t i a l i n f l u e n c e s
o f f u e l (e . g s t a r t i n g o i l f e e d s t o c k ) , e n g i n e t y p e , a n d o p e r a t i n g c o n di t i o n o n m u t a g e n i c it y .
T e s t i n g p e t r o l e u m d i e s e l PM S O F in i n v i t r o b a c t e r i a l a s s a y s h a s s h o w n t h a t t h e m a j o r i t y o f
t h e m u t a g e n i c a c t i v it y i s c o n t r i b u t e d b y a m i n o r it y o f t h e SO F m a s s , i n p a r t i c u l a r t h e
PA H s . [3 1] B i o d ie s e l S O F m u t a g e n i c i t y s t u d i e s w h i c h in c lu d e d S a l m o n e l l a st r a i n s c a p a b l e
o f d e t e c t i n g n i t r o
- P A H s u g g e s t t h e p r e s e n c e o f t h e s e o r g a n i c a r o m a t i c c o m p o u n d s . [4 5 ]
T h e m o r e r e l e v a n t i s s u e r e g a r d i n g t h e S O F i s w h e t h e r t h e s e a d s o r b e d o r g a n i c s o n p a r t i c u l a t e
m a t t e r t h a t c a n b e d e e p l y i n h a l e d (e . g . d i e s e l o r b i o d i e s e l ) a r e r e a di l y b i o a v a i la b l e .
M a u d e r l y a r g u e s t h a t o u r p r e s e n t u n d e r s t a n d i n g o f t h e b i o a v a i l a b l it y o f t h e SO F is n o t
a d e q u a t e t o d e v e lo p a c c u r a t e e s t i m a t e s o f t h e c e l l u l a r d o s e o f m u t a g e n s . [3 1 ]
W h i l e t h e A m e s a s s a y i s a s i m p l e s c r e e n i n g t o o l , a p r o k a r y o t i c c e l l m o d e l i s i n f e r i o r
t o m o r e c o m p l e x e u k a r y o t i c c e l l m o d e l s a t e s t a b l i s h i n g m u t a g e n i c p o t e n t i a l b e c a u s e t h e
A m e s t e s t d o e s n o t p r o v i d e d i r e c t i n f o r m a t io n o n t h e m u t a g e n i c a n d c a r c i n o g e n i c p o t e n c y o f
a s u b s t a n c e i n m a m m a l s . [3 8 , 5 1 ] T o d a t e t h e r e h a s b e e n o n ly o n e i n v i t r o s t u d y , w h ic h
e v a l u a t e d m u t a g e n i c i t y o f b i o d i e s e l S O F u s in g a m a m m a l i a n c e l l m o d e l . E c k l e t a l .
e v a l u a t e d t h e m u t a g e n i c p o t e n t i a l o f R M E SO F u s i n g t h e A m e s a s s a y a n d a c o m p e t e n t r a t
h e p a t o c y t e m o d e l . I n a d d it i o n t o e v a l u a t i n g c y t o t o x ic i t y , m u t a g e n ic it y u s i n g r a t
h e p a t o c y t e s w a s d e t e r m i n e d b y f o u r e n dp o in t s ( 1) m i t o t i c i n de x , ( 2 ) in d u c t io n o f
m i c r o n u c l e i , ( 3 ) c h r o m o s o m a l a b e r r a t i o n s , a n d (4 ) s i s t e r c h r o m a t i d e x c h a n g e s . [5 2 ] T h e y
o b s e r v e d w i t h t h e A m e s a s s a y h i g h e r m u t a g e n i c p o t e n t i a l i n t h e d i e s e l e x h a u s t c o m p a r e d t o
t h e RM E b u t r e p o r t e d t h a t t h e r e s u lt s o b s e r v e d w e r e l e s s d r a m a t i c i n t h e r a t h e p a t o c y t e
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m o d e l . T h e y a t t r i b u t e t h i s d i f f e r e n c e t o t h e d i f f e r e n c e s in m e t a b o l i c c a p a c i t i e s b e t w e e n t h e
m o d e l s .
F i n a l l y , t h e r e h a s n o t b e e n a n a g r e e d u p o n s t a n d a r d b y w h i c h t o r e p o r t m u t a g e n i c it y
f o r v e h i c l e em i s s i o n s . [5 3 ] T h e r e f o r e , i n t e r p r e t a t i o n o f r e s u l t s b e t w e e n s t u d i e s i s
p r o b l e m a t i c b e c a u s e m u t a g e n i c p o t e n c y i s e x p r e s s e d i n a v a r i e t y o f u n i t s . A d d it i o n a l l y , i t
c a n b e d i f f i c u l t t o i n t e r p r e t t h e m e a n i n g o f s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t p o s i t i v e a s s a y r e s u l t s
w h e n t h e s t u dy d o e s n o t h a v e a d i e s e l e x t r a c t t e s t e d a l o n g w i t h t h e b i o d i e s e l e x t r a c t .
1
.
1 . 4 . 5 I n v i t r o C y t o t o x i c i t y
I n a d d i t io n t o e v a l u a t i n g m u t a g e n i c e f f e c t s o f RM E , B ii n g e r e t a l . u s e d t h e m o u s e
f i b r o b l a s t c e l l l i n e L 92 9 t o e v a l u a t e c y t o t o x i c e f f e c t s o f b io d i e s e l S 0 F . [2 ] P r i o r t o
e x p o s i n g c e l l s t o R M E e x t r a c t s , c e l l v i a b i l i t y w a s d e t e r m i n e d b y t r y p a n b l u e s t a i n i n g .
H e a l t h y c e l l s h a v e a n i n t a c t c e l l m e m b r a n e , w h i c h e x c lu d e s T r y p a n b l u e d y e . W he n t h e
i n t e g r i t y o f t h e c e l l m e m b r a n e i s c o m p r o m i s e d , t h e dy e i s a b l e t o p e n e t r a t e t h e c e l l a n d s t a i n
i t b lu e . V i a b i l i t y i s d e t e r m i n e d b y c o u n t i n g c e l l s o n a h em o c y t o m e t e r a n d r e p o r t in g t h e
p e r c e n t a g e o f l iv e c e l l s . F i b r o b la s t c e l l s w e r e c o n s i s t e n t ly > 95 % v i a b l e p r io r t o e x p o s u r e
t o t h e e x t r a c t s .
E x t r a c t s w e r e s u s p e n d e d i n f r e s h m e d iu m + 2 % D M SO p r i o r t o e a c h t e s t . T h e
n e u t r a l r e d a s s a y w a s s e l e c t e d a s t h e t e s t t o e v a l u a t e c y t o t o x i c i t y . L i k e t r y p a n b l u e , n e u t r a l
r e d i s a l s o a v it a l d y e , h o w e v e r , w h e r e a s e x c l u s i o n o f t h e t r y p a n b l u e dy e i n d i c a t e s c e l l
v i a b i l i t y , t h e u p t a k e o f n e u t r a l r e d i s t h r o u g h a n a c t i v e t r a n s p o r t m e c h a n i s m a n d c e l l s s t a i n e d
r e d a r e v i a b l e . T h i s i s d e t e r m in e d b y t a k i n g a n o p t i c a l d e n s i t y (O D ) m e a s u r e m e n t a t t h e
w a v e l e n g t h o f 5 4 0 n m . T h e O D w a s s h o w n t o h a v e a l i n e a r r e l a t i o n s h i p w i t h t h e n u m b e r
o f s u r v i v i n g c e l l s .
T h e f i b r o b l a s t s w e r e e x p o s e d 2 4 h o u r s a t 3 7
° C t o d i e s e l a n d R M E e x t r a c t s .
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B i i n g e r e t a l . e x p r e s s e d p e r c e n t v i a b i l i t y a s a f u n c t i o n o f e x h a u s t i n l i t e r s a n d r e p o r t t h e
t o x i c e f f e c t s w e r e m o r e p r o n o u n c e d w i t h RM E e x t r a c t a t
" id l i n g
"
t h a n w i t h d i e s e l f u e l
e x t r a c t . T h e e n g i n e t e s t i n g w a s c o n d u c t e d u n d e r t h e h e a v y - d u t y 13
- m o d e t e st c y c l e (E C E
R 4 9 ) , w h i c h i s t h e s t a n d a r d t e s t c y c l e u s e d i n E u r o p e . I d l i n g d e s c r i b e s t h e l o w l o a d a n d
s p e e d c o n d it i o n s o f t h e e n g i n e du r i n g e x h a u st e m i s s i o n t e s t i n g . U n d e r s u c h c o n d it i o n s
t h e y o b s e r v e d h i g h e r n u m b e r s o f s m a l l e r p a r t i c l e s f r o m t h e d i e s e l f u e l t h a n RM E . T h e
v i a b i l i t y o f c e l l s w a s r e d u c e d t o 5 0 % b y a c o n c e n t r a t i o n o f R M E e x t r a c t e q u i v a le n t t o 3 1 o f
e x h a u s t
,
t h e m e d i a n e f f e c t i v e d o s e (E D 5 0 ) . T h e ED 5 0 f o r d i e s e l f u e l e x t r a c t w a s 1 2 1. T h e
t o x i c i t y a t
"
r a t e d p o w e r
" w a s o n l y s l i g h t l y h i g h e r f o r R M E t h a n f o r d i e s e l f u e l (E D 50 4 1 v s
6 1) . R a t e d p o w e r d e s c r i b e s m a x im u m l o a d a n d s p e e d c o n d i t i o n s d u r i n g t e s t i n g .
R e p o r t i n g p e r c e n t c e l l v i a b i l i t y p e r 1 o f e x h a u s t e m i s s i o n s a m p l e d i s u n c o n v e n t i o n a l a n d h a s
b e e n c a l l e d i n t o q u e s t i o n . [ 5 3 ]
A t i d l e t h e RM E e x t r a c t s w e r e m o r e c y t o t o x i c t o t h e l u n g f i b r o b l a s t s t h a n w e r e
d i e s e l f u e l e x t r a c t s . T h e a u t h o r s s u g g e st t h a t t h i s m a y b e d u e t o a h i g h e r c o n t e n t o f
c a r b o n y l c o m p o u n d s su c h a s t h e t o x i c a l d e h y d e , a c r o l e i n . T h e y a l s o s u g g e st t h a t u n b u m e d
fu e l
,
t h e f a t t y a c i d m e t h y l e st e r s i n t he e x t r a c t s m a y a l s o c o n t r i b u t e t o t h e c y t o t o x i c e f f e c t s
o b s e r v e d . A t
"
r a t e d p o w e r
"
t h e c y t o t o x i c i t y o f t h e R M E e x t r a c t s d e c r e a s e d s l i g h t l y w h i c h
m a y b e e x p l a i n e d b y a r e d u c t i o n i n t h e e m i s s i o n s o f u n bu m e d f u e l a n d / o r c a r b o n y l s .
1 . 1 . 4 . 6 We l f a r e E f f e c t s
T h e w e l f a r e e f f e c t s c a t e g o r y e n c o m p a s s e d t o x i c i t y s t u d i e s f o r m u l t ip l e c a t e g o r i e s o f
o r g a n i s m s (p l a n t s , a n i m a l s , fi s h , a n d o t h e r s ) a s w e l l a s f a t e a n d p e r s i st e n c e , b i o a c c u m u l a t i o n ,
a n d e m i s s i o n c o n c e n t r a t io n s . [3 5 ] S e c t i o n 7 9 . 5 2 o f t h e E PA s t a t u t e
"
R e g i s t r a t i o n o f F u e l s
a n d F u e l A d d it i v e s
"
r e q u ir e s m a n u f a c t u r e r s o f f u e l a n d f u e l a d d i t i v e s t o c o n d u c t a T i e r 1
l i t e r a t u r e r e v i e w o n t h e p o t e n t i a l t o x i c o l o g i c a l , e n v i r o n m e n t a l , a n d o t h e r p u b l i c w e l f a r e
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e f f e c t s o f t h e e m i s s i o n s o f s u c h f u e l o r f u e l a d d i t i v e . [2 9 ] I n 1 9 9 7 , w h e n K o o - O s h i m a e t a l .
c o m p l e t e d t h e T i e r 1 l i t e r a t u r e r e v i e w r e q u i r e m e n t o n b e h a l f o f t h e N a t i o n a l B i o d i e s e l B o a r d ,
f e w s t u di e s h a d b e e n d o n e , a n d t h o s e c o m p l e t e d w e r e p u b l i s h e d in c o n f e r e n c e p r o c e e di n g s .
[5 4 ]
A s m a l l s c a l e la b o r a t o r y s t u d y w a s c o n d u c t e d i n t h e A n a l y t i c a l S c i e n c e L a b o r a t o r y
a t t h e U n iv e r s it y o f I d a h o o n t h e b i o d e g r a d a b i l i t y o f b i o d i e s e l i n a s i m u l a t e d f r e s hw a t e r
a q u a t i c e n v i r o n m e n t . [ 5 5 ] T h e a u t h o r s w e r e in v e st i g a t in g t h e f a t e o f b io d i e s e l s h o u l d i t
in a d v e r t e n t ly c o n t a m i n a t e t h e e n v i r o n m e n t . T o s t u dy t h i s p r o c e s s , t h e a u t ho r s e v a lu a t e d
c o - m e t a b o l ic b i o d e g r a da t i o n w h e r e b y m i c r o o r g a n i s m s w i l l u s e a s e c o n d a r y s u b st r a t e a s it s
c a r bo n e n e r g y s o u r c e t o d e g r a d e a p r i m a r y s u b s t r a t e , w h i c h o t h e r w i s e i s s c a r c e l y u t i l i z e d b y
t h e m i c r o o r g a n i s m s w h e n it i s t h e s o l e c a r b o n s o u r c e . T he in o c u l u m u s e d w a s a m i x t u r e o f
o r g a n i c m a t t e r r i c h s o i l , a c t i v a t e d s e w a g e , r a w d o m e s t i c s e w a g e w a t e r , y e a s t e x t r a c t a n d
v i t am i n - f r e e c a s a m in o a c i d s d i s s o l v e d i n d e i o n iz e d w a t e r . U s i n g a s t a n d a r d i z e d E PA
a p p r o v e d a n a l y t i c a l m e t h o d f o r C O 2 p r o d u c t i o n (E PA 5 60 / 6 - 8 2 - 00 3 ) , s e v e r a l b i o f u e l s a l o n g
w i t h v a r i o u s b l e n d s o f r a p e e t h y l e s t e r (R E E ) / d i e s e l w e r e c o m p a r e d t o D 2 r e f e r e n c e d ie s e l
(T a b l e 7 ) . R e s u l t s w e r e v a l i d a t e d u s i n g g a s c h r o m a t o g r a p h y b y m e a s u r i n g t h e s u b s t r a t e
(t e s t f u e l ) d i s a p p e a r a n c e f r o m t h e s y s t e m o v e r t i m e . T h e s y s t e m w a s e v a l u a t e d by
m e a s u r in g C O 2 p r o d u c t i o n , a n e n d p r o d u c t o f a e r o b i c r e s p i r a t io n . A c o m p a r i s o n i n t h e r a t e
o f C O 2 p r o d u c t i o n o v e r t im e w a s m a d e b e t w e e n t h e b i o fu e l a n d t h e D 2 . T h e f u e l w i t h a
h i g h e r r a t e o f C O 2 e v o l u t i o n , e x p r e s s e d a s a p e r c e n t a g e , u n d e r g o e s b i o d e g r a d a t i o n b y
m i c r o o r g a n i s m s f a s t e r . T h e r e s u lt s o f t h i s e x p e r i m e n t s u g g e s t t h a t b i o d i e s e l i s a n e a s i e r
s u b s t r a t e t o m e t a b o l iz e b y m i c r o o r g a n i s m s c o m m o n l y f o u n d i n a n a q u a t i c e n v i r o n m e n t .
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T a b l e 7 : F u e l s t e s t e d in a s i m u l a t e d f r e s h w a t e r a q u a t ic e n v i r o n m e n t f o r b i o d e g r a d a t i o n
e v a lu a t e d b y C O 2 e v o l u t i o n a n d v a l i da t e d b y G C a n a l y s i s t h r o u g h t h e d i s a p p e a r a n c e o f
s u b s t r a t e ( t e s t f u e l ) f r o m t h e s y s t e m o v e r t i m e .
C O 2 , e v o l u t i o n (% ) % d e g r a d a t i o n o f s u b s t r a t e b y G C
a n a l y s i s ( I Qm g / m l )
F u e l T y p e D a y ? D a y 14 D a y 2 8 D a y l D a y 2 D a y 4
P e t r o l e u m D i e s e l (D 2 )
13 2 0 2 1 0 4 2 6 2 4 16 2 7 3 5 . 9 0 5 3 5 4
R a p e E t hy l E s t e r (R E E )
69 0 1 7 9 15 8 6 92 6 1 80 100
R a p e M e t h y l E s t e r (R M E )
66 . 32 80 7 2 8 8 4 9
S o y a t e E th y l E s t e r (SE E )
67 6 8 7 8 4 0 8 6 4 0
S o y a t e M e t hy l E s t e r (SM E )
6 8 4 7 7 83 8 5 5 4
S im i l a r r e s u l t s w e r e o b s e r v e d b y L a p in s k i e n e e t a l . w h e n t h e y e v a l u a t e d t h e e c o -
t o x i c i t y o f d i e s e l a n d b i o d i e s e l f u e l s i n a e r a t e d s o i l s . [5 6] T h i s i s t h e o n l y p e e r - r e v i e w e d
e c o - t o x i c o l o g i c a l s t u dy t o da t e . T h e g o a l o f t h e i r s t u d y w a s t o c o m p a r e d i e s e l f u e l t o
b i o d i e s e l f u e l b y d e t e r m i n i n g t h e t o x i c i t y o f a n a l y z e d m a t e r i a l s a n d b y q u a n t it a t i v e l y
e v a l u a t i n g t h e m i c r o b i a l t r a n s f o r m a t io n o f t h e s e m a t e r i a l s i n n o n - a d a p t e d (n o t c h a n g e d i n
a n y w a y ) a e r a t e d s o i l c o l l e c t e d f r o m a g r i c u l t u r a l l a n d s i n w e s t e r n L it h u a n i a . F i v e
c o n c e n t r a t i o n s ( 1 , 3 , 6 , 9 , a n d 12% w / s o i l w e i g h t ) o f d i e s e l a n d b i o d i e s e l f u e l w e r e
e v a l u a t e d in t he t o x i c i t y s t u d i e s a n d m e t a b o l i c a c t i v i t y o f s o i l m i c r o o r g a n i s m s w a s
d e t e r m i n e d b y m e a s u r in g t h e a e r o b i c r e s p i r a t o r y e n d p r o d u c t , C O 2 , a n d s o i l d e h y d r o g e n a s e s
(F i g u r e 1 7 ) . T h e r e s u lt s i n d i c a t e t ha t t h e b i o d i e s e l f u e l i s n o t t o x i c a t c o n c e n t r a t i o n s u p t o
1 2% w /w a n d t h e d i e s e l f u e l e x h i b i t s t o x i c p r o p e r t i e s a t c o n c e n t r a t i o n s h i gh e r t h a n 3%
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F i g u r e 1 7 : T h e g r a p h i l l u s t r a t e s t h a t s o i l r e s p i r a t io n w a s g r e a t e r w it h b i o d i e s e l t h a n w it h
d i e s e l . R e c r e a t e d g r a p h f r o m t h e e c o - t o x i c o l o g y l a b o r a t o r y st u d y o n m i c r o b i a l r e sp i r a t i o n
i n f u e l c o n t am i n a t i o n . [5 6 ]
1 . 1 . 4 . 7 A c u t e I n fl a m m a t o r y R e s p o n s e
B io d i e s e l s h o u l d b e a n t i c ip a t e d t o h a v e s o m e i r r i t a t i n g p o t e n t i a l b e c a u s e it c o n t a in s
i r r i t a n t g a s e s a n d v a p o r s , s u c h a s n i t r o g e n o x i d e s a n d a l d e h y de s , a n d a w i de r a n g e o f
o r g a n i c c o m p o u n d s , s o m e o f w h i c h a r e l i k e ly t o b e i r r i t a t i n g . [3 1 ] B ii n g e r e t a l . r e p o r t e d a
s i g n i fi c a n t r e d u c t io n i n PA H i n t h e b i o d i e s e l e m i s s i o n , t h a t w o u l d s u g g e s t a l o w e r
m u t a g e n i c a n d c a r c i n o g e n i c p o t e n c y o f t h e e x h a u s t b u t a n i n c r e a s e i n t h e a l d e h y d e / k e t o n e
e m i s s i o n s . G r a b o s k i e t a l . r e p o r t e d t h a t t h e a l d e h y d e e m i s s io n s f o r fi v e b i o d i e s e l s
p r o d u c e d f r o m d i f f e r e n t f e e d s t o c k s w e r e n o t s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t t h a n a l d e h y d e e m i s s io n s
f r o m c e r t i fi e d d ie s e l f u e l . [5 ] A l d e h y d e s , s u c h a s a c r o l e i n , f o u n d i n d ie s e l e x h a u s t a r e
l i k e l y r e s p o n s i b l e f o r t he i r r i t a t i n g o r i n fl a m m a t o r y e f fe c t s o b s e r v e d a f t e r u p p e r a ir w a y a n d
o c u l a r e x p o s u r e . [4 2 ]
T h e a l d e h y d e - f o r m i n g p o t e n t i a l o f b i o d i e s e l i s r e l a t e d t o f u e l q u a l i t y . F u e l w it h a
h i gh g ly c e r o l c o n t e n t , w h i c h i s i n d i c a t i v e o f p o o r p o s t - t r a n s e st i fi c a t i o n r e fi n i n g , w h e n u s e d
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i n a d i e s e l e n g i n e p r o d u c e s e m i s s i o n s w i t h i n c r e a s e d l e v e l s o f a c r o l e i n , a k n o w n
c a r c i n o g e n . [ l l ] E t h a n o l a n d m e t h a n o l , t y p i c a l a l c o h o l s u s e d i n e x c e s s f o r b i o d i e s e l
p r o d u c t i o n , a r e a l d e h y d e p r e c u r s o r s , a n d i f n o t r e m o v e d f r o m t h e b i o d i e s e l c o u l d c o m b u s t
p a r t i a l ly t o f o r m f o rm a l de h y d e a n d a c e t a l d e h y d e . [ 10 , 5 3 ]
1 . 2 I n v i t r o C e l l S y s t e m (B E A S - 2 B ) : R a t i o n a l e a n d S i g n i fi c a n c e
B E A S - 2 B i s a n i m m o r t a l i z e d h u m a n b r o n c h i a l e p i t h e l i a l c e l l l i n e t h a t c a n b e g r o w n
u n i f o r m l y i n d i f f e r e n t t i s s u e c u lt u r e p l a t e s y s t e m s . T h e p r e d e c e s s o r e p it h e l i a l c e l l s w e r e
h a r v e s t e d f r o m n o r m a l h u m a n br o n c h i a l e p i t h e l i u m (N H B E ) i n a n o n - d i s e a s e d s t a t e .
B E A S- 2B c e l l s h a v e b e e n u s e d a s a v a l u a b l e m o d e l t o e x a m i n e t h e r o l e d i e s e l e x h a u s t
c o m p o n e n t s p l a y in e l i c it i n g i n f l a mm a t o r y a n d i m m u n o l o g i c a l r e s p o n s e s . [ l ] T h e y r e t a in
t h e i r a b i l i t y t o s e c r e t e p r o - in f l am m a t o r y c y t o k i n e s a ft e r t r e a t m e n t w it h d i e s e l e x h a u s t
p a r t ic l e s in a t im e a n d d o s e - d e p e n d e n t m a n n e r . [ 1 8 , 2 9 ]
P M l e s s t h a n 2 . 5 (j m i n d i a m e t e r i s s m a l l e n o u g h t o b e r e s p ir e d d e e p i n t o l o w e r
r e sp i r a t o r y t r a c t , w h i c h i s l i n e d b y c i l i a t e d a n d u n c i l i a t e d e p i t h e l i a l c e l l s . E p i t h e l i a l c e l l s
a r e o n e o f t h e fi r s t l in e s o f d e f e n s e i n t h e r e s p i r a t o r y t r a c t a n d a r e t h e r e f o r e e x p o s e d t o
c o n c e n t r a t e d a m o u n t s o f s o lu b l e PM c o m p o n e n t s I n v i t r o e x p o s u r e o f B E A S - 2 B t o fi n e
a n d u l t r a f m e d i e s e l p a r t i c u l a t e m a t t e r (PM 2 5 ) m i m i c s t h e p r o - i n fl a m m a t o r y a n d o x i d a t i v e
s t r e s s r e s p o n s e o f p r i m a r y h u m a n b r o n c h i a l e p i t h e l i a l c e l l s . P o u r a z a r a n d a s s o c i a t e s a l s o
d e m o n s t r a t e d a s i g n i f i c a n t i n c r e a s e i n t h e e x p r e s s i o n o f i n t e r le u k i n - 1 3 (I L - 1 3 ) , a T y p e 2
h e l p e r T c e l l (T h 2 ) c y t o k i n e m a r k e r , i n t h e b r o n c h i a l e p i t h e l i u m o f h e a lt h h u m a n s u bj e c t s
e x p o s e d t o d ie s e l e x h a u s t o v e r s u bj e c t s e x p o s e d t o a ir . [ 5 7 ]
B E A S - 2 B h a v e a l s o b e e n u s e d a s a m o d e l t o i n v e s t i g a t e t he f r a c t i o n o f t h e s o l u b l e
o r g a n i c c o m p o n e n t t h a t i s m o s t c a p a b l e o f e l i c i t i n g a n i n fl a m m a t o r y r e s p o n s e . [2 9 , 5 8 ] L i
e t a l . c o n d u c t e d o n e o f o n l y a h a n d f u l o f / « v i t r o s t u d i e s , w h ic h d e m o n s t r a t e s t h e c o n n e c t i o n
4 0
b e t w e e n t h e s o l u b l e o r g a n i c f r a c t i o n o f d i e s e l P M a n d i n f la m m a t o r y r e s p o n s e . [2 9 ] F i g u r e
1 8 s h o w s t h e I L - 8 r e s p o n s e f o r B E A S - 2B a n d N H B E t h a t w e r e e x p o s e d f o r 14 h t o a
m e t h a n o l e x t r a c t o f d i e s e l PM . T h e l o w e st d o s e o f d i e s e l PM e x t r a c t c a n i n d u c e t h e u p -
r e g u l a t i o n o f t h e p r o - i n f l a m m a t o r y m a r k e r I L - 8 .
!3 1) E |» 5 0 u £ / i i i l
- i ^T !
^ 2 0 (1
B E A S - J B N H B E
F i g u r e 1 8 : O r g a n i c d i e s e l PM e x t r a c t s i n d u c e I L - 8 p r o d u c t i o n in b r o n c h i a l e p i t h e l ia l c e l l s .
S o u r c e [2 9 ]
1 . 3 I n t e r I e u k i n - 8 ( I L - 8 )
I n t e r l e u k i n - 8 (I L - 8) i s a m e m b e r o f t h e c / ?e m o t a c t i c c y t o k i n e , o r c h e m o Jd n e fa m i ly .
I t i s a p r o
- i n f l a m m a t o r y c y t o k i n e p r o d u c e d b y m a n y c e l l s i n c l u d i n g
m o n o c y t e s / m a c r o p h a g e s , T c e l l s , a n d e n d o t h e l i a l a n d e p i t h e l i a l c e l l s i n r e s p o n s e t o a v a r i e t y
o f st i m u l i (e . g . l i p o p o l y s a c c h a r id e (L P S ) a s s o c i a t e d w i t h t h e b a c t e r ia c e l l w a l l , I L - 1 , v i r u s e s
o r c o m p o n e n t s o f a i r p o l l u t i o n ) . [5 9 , 6 0 ] T h e r e l e a s e o f I L - 8 s i g n a l s a h o s t o f i n f l a m m a t o r y
r e s p o n s e s s t a r t i n g w i t h t h e n e u t r o p h i l a c t i v a t i o n a n d m o b i l i z a t i o n .
I L - 8 p la y s a n in t e g r a l r o l e i n t h e p a t h o g e n i c r e s p o n s e s i n t h e h u m a n l u n g a n d
e l e v a t e d l e v e l s in t h e lu n g a r e s e e n i n a n u m b e r o f r e s p i r a t o r y d i s e a s e s [ e . g . c y s t i c f i b r o s i s ,
a s t h m a , a n d a c u t e r e s p i r a t o r y d i s t r e s s sy n d r o m e (A R D S ) ] . [ 6 1] R e s e a r c h e x a m i n i n g t h e
a c u t e e f f e c t s o f e x p o s u r e t o d i e s e l e x h a u st h a v e f o c u s e d o n t h e a c t i v a t i o n (r e g u l a t io n ) o f
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s e v e r a l p r o
- i n f l a m m a t o r y c y t o k i n e s s u c h a s I L - 8 , I L - 6 , a n d g r a n u l o c y t e m a c r o p h a g e c o lo n y
s t i m u l a t i n g f a c t o r (G M - C S F ) a s p o t e n t i a l m a r k e r s o f a l le r g i c in f la m m a t i o n . [ 1 6 - 1 8 , 2 9 , 5 8 ,
6 2 - 6 6 ] . M e c h a n i s t i c s t u d i e s i n s e v e r a l l u n g e p i t h e l i a l c e l l m o d e l s h a v e e v a l u a t e d t h e
w h o l e d i e s e l PM
,
t h e e x t r a c t e d o r g a n i c c o m p o n e n t o f D E P , a n d t h e s t r i p p e d PM c a r b o n c o r e
t o d e t e r m i n e w h i c h c o m p o n e n t s a r e r e s p o n s i b l e f o r i n c r e a s e s i n p r o - i n f l a m m a t o r y
c y t o k i n e s . [ 1 7 , 6 4 , 6 6 , 6 7 ]
T h e e x p r e s s i o n o f I L - 8 i s r e g u l a t e d b o t h t r a n s c r i p t i o n a l ly (i e . t r a n s c r i p t i o n o f D N A
t o m R N A ) a n d p o st t r a s c r i p t i o n a l l y ( i . e . m R N A d e s t a b i l iz a t i o n ) u n d e r t h e c o n t r o l o f m u l t ip le
s ig n a l i n g p a t h w a y s . [ 6 0 ] T h e r e i s s t r o n g e v i d e n c e t h a t a c t i v a t i o n a n d t r a n s l o c a t i o n o f
n u c l e a r f a c t o r - K B (N F - k B ) in t o t h e c e l l n u c l e u s t h r o u gh a c o m p l e x c a s c a de o f e v e n t s i s
im p o r t a n t i n h o w d i e s e l PM u p - r e g u l a t e s I L - 8 . [ 6 5 ] F i g u r e 1 9 e l a b o r a t e s a p u b l i s h e d
hy p o t h e s iz e d m e c h a n i s m t ha t br i n g s t o g e t h e r r e s e a r c h e v i de n c e , w h i c h s h o w s t h a t d i e s e l
PM a n d a d s o r b e d o r g a n i c s c a n g e n e r a t e r e a c t i v e o x y g e n s p e c i e s (R O S ) . R O S g e n e r a t i o n
c a n r e s u lt i n a n i m ba l a n c e o f a n t i o x i d a n t s a n d c o n c o m it a n t o x i d a t i v e s t r e s s . R O S s e r v e s
a s a p o t e n t s i g n a l ly i n d u c e r , w h i c h l e a d s t o t h e u p - r e g u l a t i o n o f I L - 8 a n d I L - 6 c y t o k i n e s ,
w h i c h a r e m a r k e r s o f in f la m m a t i o n a n d t h e m s e l v e s s i g n a l i n g m o l e c u l e s t h a t c a n a c t i v a t e
o t h e r i n f la m m a t o r y c e l l s a n d c o n t r i b u t e t o i n j u r y a t t h e l u n g e p it h e l i a l a n d e n d o t h e l i a l
b a r r i e r s .
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T r a m c o pt i o n A c t i v a t i o n
o f d i f f e r e n t g e i » s
D I E SE L P M
a w b o n a c e o u s
c o r e
I L - 8 & 11^ 6
r e l e a s e
r
o r ga n i c
c o m p o u n d s
S v r a n s o n 2 0 0 6
'
C o n c e p tu a l m e c h a n i sm s a d o p t e d f r o m [64 ] ; T r a n s m i s s i o n e l e c t r o n m i c r o g r a ph o f N o r m a l H u m a n B r o n c h i a l
E p i t he l i a l C e l l (N H B E ) t a k e n fr o m [6 8 ] ; I m a g e c r e a t e d u s i n g B i o D r a w U l t r a 10 0 T r i a l V e r s o n b y C a m b r i dg e
S o ft ( w w w c a m b r id g e s o ft c o m )
^
D i e s e l PM : p a r t i c l u l a t e m a t t e r ; D E P : d i e s e l e x h a u s t p a r t i c l e s ; PA H : p o l y c y c l i c a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s ;
C Y P l A l : C y to c h r o m e P4 5 0 l A ; N F
- k B : N u c l e a r f a c t o r - K B ; I k B : a n i n h i b i t o r y p r o t e i n k i n a s e ; R O S :
r e a c t i v e o x y g e n s p e c i e s ; M A PK : m i t o g e n - a c t i v a t e d p r o t e i n k i n a s e ; N Q O - 1 : N A D PH qu i n i n e
o x i do r e d u c t a s e - 1 ; A R E : a r y l h y d r o c a r b o n s r e c e p t o r (A h R ) r e s p o n s i v e e l e m e n t ; X R E : x e n o b i o t i c r e s p o n s i v e
e l e m e n t ; I L - 8 a n d I L - 6 : i n t e r l e u k i n - 8 a n d i n t e r l e u k i n - 6
F i g u r e 1 9 : H y p o t h e s i z e d m e c h a n i s m o f a c t i o n o f d i e s e l e x h a u s t p a r t i c l e s a n d t h e r o l e o f
o r g a n i c c o m p o u n d s i n t h e b i o l o g i c a l r e s p o n s e .
1 . 4 I n t e r l e u k i n - 6 (I L - 6 )
T h i s c y t o k i n e , I L - 6 , i s a m e m b e r o f a c l a s s o f a c u t e - p h a s e p r o t e i n s t h a t a r e
s y n t h e s iz e d i n r e s p o n s e t o i n f la m m a t i o n . I t i s a p l e i o t r o p h i c m o l e c u l e m e a n i n g it c a n a c t
o n m a n y d i f fe r e n t c e l l t y p e s . T h i s m u lt i f u n c t i o n a l p r o t e i n i s p r o d u c e d b y ly m p h o i d a n d
n o n - l y m p h o i d c e l l s , a n d b y n o rm a l a n d t r a n s f o r m e d c e l l s . [ 6 9 ] I t s r o l e i n B a n d T c e l l
g r o w t h a n d d i f e r e n t ia t i o n in a d d i t io n t o s t i m u l a t i n g p r o d u c t i o n o f a c u t e p h a s e p r o t e i n s b y
h e p a t o c y t e s u g g e s t s t h a t I L - 6 h a s a m a j o r r o l e i n t h e m e d i a t i o n o f t h e i n f la m m a t o r y a n d
im m u n e r e s p o n s e s i n i t ia t e d b y i n f e c t i o n o r i n j u r y . [6 9 ] I L - 6 h a s b e e n u s e d a s a n
in f la m m a t o r y m a r k e r i n d i e s e l a n d a m b i e n t a i r r e s e a r c h by s e v e r a l i n v e s t i g a t o r s . [6 6 , 7 0 - 7 2 ]
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2 . 1 M a t e r i a l s
2 . 1 . 1 B i o d i e s e l S a m p l e s : C o l l e c t i o n , E x t r a c t i o n a n d P r o c u r e m e n t
T h e e n g i n e t e s t e d w a s a c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e 1 9 9 7 h e a v y d u t y 6 c y l in d e r 14 . 6 L
e n g i n e . T h e E PA H e a v y
- D u t y E n g i n e T r a n s i e n t T e s t C y c l e w a s u s e d ; t h i s c y c l e
i n c o r p o r a t e s a c i t y a n d h i g h w a y dr i v i n g c o m p o n e n t . PM w a s c o l l e c t e d o n 9 0 m m T e fl o n
-
c o a t e d g l a s s
- fi b e r fi lt e r s (T 6 0A 2 0 , G e lm a n S c i e n c e s - P a l l fl e x , A n n A r b o r , M I ) , w h i c h w e r e
p r e - c l e a n e d w i t h D C M a n d m e t h a n o l . F i l t e r s w e r e e x t r a c t e d i n D C M (A p p e n d i x K ) .
T a b l e 8 s u m m a r i z e s t h e t e s t f u e l p r o p e r t i e s a n d t h e r e g u l a t e d e m i s s i o n s f o r t h e U n iv e r s i t y o f
C a l if o r n i a a t D a v i s (U C D ) s a m p l e s . : .
D r s . K a d o
,
M a d d e n
,
O h i o a n d M r s . Sw a n s o n a g r e e d p r i o r t o r e c e i v i n g t h e s a m p l e s
t h a t w o r k w o u l d b e c o n d u c t e d i n a b l i n d e d f a s h i o n . S a m p l e s w e r e r e c e i v e d a t t h e U S E PA
H u m a n St u d i e s D iv i s i o n o n J u l y 15 , 2 0 0 5 . S e v e n a m b e r v i a l s , e a c h w r a p p e d in p a r a fi l m
a n d l a b e le d
,
w e r e c o n t a i n e d i n a p l a s t i c fl i p t o p b o x t a p e d c l o s e d a n d s e a l e d i n a z i p l o c k b a g .
S a m p l e s w e r e c o d e d b y D r . K a d o a s U C D
- 1 , U C D - 2 , U C D - 3 , U C D - 4 , U C D - 5 , U C D - 6 , a n d
U CD - 8 . Si x o f t h e s e v e n a m b e r v i a l s c o n t a i n e d a p p r o x i m a t e l y 0 . 3 m l o f e x t r a c t i n D C M .
T h e e x c e p t io n w a s s a m p l e n u mb e r U CD - 5 , w h i c h c o n t a i n e d o n l y 0 . 1 8 m l o f e x t r a c t in
d i c h l o r o m e t h a n e . A l l s a m p l e s w e r e i n s p e c t e d a n d a w a x p e n c i l m a r k m a d e a t t h e l e v e l o f
t h e l i q u i d . S a m p l e s w e r e r e t u r n e d t o t h e b o x a n d t a p e d c l o s e d , p l a c e d i n t h e z ip l o c k b a g
a n d s t o r e d a t - 8 0 ° C . A s e c o n d s e t o f s a m p l e s w a s r e c e i v e d M a r c h 2 2 , 2 0 0 6 . E i g h t a m b e r
v i a l s w e r e r e c e i v e d p a c k a g e d i n t h e s a m e m a n n e r a s t h e p r e v i o u s s e t . S a m p l e s w e r e c o d e d
a s U C D - 1 1 , U C D - 12 , U C D - 1 3 , U C D - 1 4 , U C D - 15 , U C D - 1 6 , U C D - 19 , a n d U C D - 2 8 .
T a b l e 9 i d e n t i fi e s t h e U C D s a m p l e i d e n t i fi c a t io n w it h t h e f u e l t y p e .
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T a b l e 8 : T e s t f u e l p r o p e r t i e s a n d r e g u l a t e d p o l l u t a n t e m i s s i o n s f o r t h e U n i v e r s it y o f
C a l i f o r n i a (U C D ) s a m p l e s . I n c l u d e d o n t h e t a b l e a r e c u r r e n t ly a c c e p t e d f u e l p r o p e r t y
s t a n d a r d s a n d t h e E PA e m i s s i o n st a n d a r d f o r 1 9 94 h e a v y - d u t y e n g i n e m o d e l y e a r .
T e s t F u e l P r o p e r t i e s
H y d r o g e n a t e d
s o y e t h y l e s t e r
(S E E )
S o y M e t h y l
E s t e r (SM E )
P h i l l i p s N o . 2
d i e s e l
(D 2 )
C u r r e n t l y A c c e p t e d
S t a n d a r d
Sp e c i f i c g r a v i ty ,
60 / 60 0 8 7 3 0 8 86 0 84 9
S u l f u r (% w t ) < 0 0 05 0 01 2 0 0 36 0 05 m a x
C e ta n e n u m b e r 5 6 3 6 1 8 4 9 2 4 0 m i n
I o d i n e n u m b e r 7 1 7 9 7 4 8 6 1 1 5 m a x
R e g u l a t e d P o l l u t a n t E m i s s i o n s (a v e , g b̂ h p - h )
E P A Em i s s i o n S t a n d a r d
f o r 1 9 94 H e a v y
- D u t y
E n g i n e m o d e l y e a r
(g a>h p - h )
N O x 4 7 7 5 5 33 4 55
C O 0 6 3 2 0 72 7 1 4 6 15 5
H C 0 02 6 0 046 0 1 21 1 3
PM 0 0 38 33 0 04 0 0 7 7 0 1
T a b l e 9 : U n i v e r s i t y o f C a l i f o r n i a a t D a v is (U C D ) i d e n t i f i c a t i o n a n d c o r r e s p o n d in g f u e l
t y p e .
U C D I D F u e l T y p e
U C D - l & l l S o y e t h y l e s t e r ( S E E )
U C D - 2 & 1 2 S o y e t h y l e s t e r (S E E )
U C D - 3 & 1 3 So y e t h y l e s t e r (SE E )
U C D - 4 & 14 S o y m e t h y l e s t e r (S M E )
U C D - 5 & 1 5 P e t r o le u m D i e s e l (D 2 )
U C D - 6 & 1 6 T u n n e l B l a n k 1
U C D - 8 & 2 8 S o l v e n t B la n k
U C D - 19 T u n n e l B l a n k 2
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2 . 1 . 2 St a n d a r d R e f e r e n c e M a t e r i a l (S R M ) 19 7 5
St a n d a r d R e f e r e n c e M a t e r i a l (S R M ) 19 7 5 i s a D C M e x t r a c t o f d i e s e l p a r t i c u l a t e
m a t t e r c o l l e c t e d f r o m a n i n d u s t r i a l d i e s e l - p o w e r e d f o r k l i ft . T h e p a r t i c u l a t e m a t t e r
e x t r a c t e d w a s SR M 2 9 75 a n d i s a r e f e r e n c e m a t e r i a l s u p p l i e d b y t h e N a t i o n a l I n s t it u t e o f
S t a n d a r d s & T e c h n o l o g y (N I S T ) i n G a i t h e r s b u r g , M D . S i n c e t h e q u a n t i t y o f t h e b i o d i e s e l
e x t r a c t s i s s m a l l , SR M 19 7 5 s e r v e d a s a s u r r o g a t e e x t r a c t t o d e v e lo p a m e t h o d f o r e x p o s i n g
t h e c e l l s . A p r e v i o u s l y o p e n e d a m p o u l e o f S R M 19 7 5 w a s u s e d f o r t h e m e t h o d
d e v e l o p m e n t p h a s e . A n e w u n i t o f S R M 19 7 5 c o n s i s t i n g o f f o u r a m p o u le s , e a c h
c o n t a i n in g a p p r o x i m a t e ly 1 . 2 m l o f a D C M e x t r a c t o f d i e s e l p a r t i c u l a t e m a t t e r , w a s
p u r c h a s e d t o u s e d u r i n g t h e b i o d i e s e l e x t r a c t t e s t i n g . A c c o r d i n g t o t h e N I S T C e r t i f i c a t e o f
A n a l y s i s , c e r t if ie d v a l u e s a r e n o t v a l i d f o r m a t e r i a l s in am p o u l e s t h a t h a v e be e n s t o r e d a ft e r
o p e n i n g , e v e n i f r e s e a l e d . [7 3 ] T h e r e f e r e n c e v a l u e f o r e x t r a c t r e s i d u e m a s s in S R M 19 7 5
i s 1 9 . 3 ± 0 . 2 m g /m l . W i t h s o m e a d d it i o n a l c o m p u t a t i o n s , S O F o f S R M 2 9 75 w a s
d e t e r m i n e d t o b e o n l y 2 . 7 % o f t h e t o t a l e x t r a c t e d p a r t i c u l a t e m a t t e r m a s s (A p p e n d i x E a n d
A p p e n d i x F )
2 . 1 . 3 C y t o t o x i c i t y A s s a y s
T w o c y t o t o x i c i t y a s s a y s w e r e e v a l u a t e d . T h e C y t o T o x 9 6 N o n - R a d i o a c t iv e
C y t o t o x c i t y A s s a y b y P r o m e g a (M a d i s o n , W I) i s a c o l o r i m e t r i c m e a s u r e o f l a c t a t e
d e h y d r o g e n a s e (L D H ) , w h i c h i s a s t a b l e c y t o s o l i c e n z y m e . T h e p r i n c i p l e b e h i n d t h i s a s s a y
i s t h a t i f a s u b s t a n c e i s c y t o t o x i c , c e l l s , w h i c h h a v e d i e d , l o s e c e l l m e m b r a n e i n t e g r it y . T h e
L D H i s t h e n r e l e a s e d in t o t h e c e l l s u p e r n a t a n t a n d c a n b e d e t e c t e d s p e c t r o p h o t o m e t r ic a l l y
(4 9 0 n m ) a t t h e e n d o f t h e e x p o s u r e p e r io d . A n in c r e a s e i n o p t i c a l d e n s it y a t 4 90 n m
i n d i c a t e s h i g h e r d e t e c t a b l e a m o u n t s o f L D H , s u g g e s t i v e o f c e l l d e a t h a n d l o s s o f m e m b r a n e
in t e g r it y . T h i s a s s a y c a n p r o v i d e a r e a s o n a b l y q u a n t it a t i v e m e a s u r e o f c y t o t o x i c it y c a u s e d
:- : 4 6 .
b y a c h e m i c a l ( i . e . d r u g ) T h e O D m e a s u r e m e n t s w e r e m a d e u s i n g t h e E L x 80 8 A u t o m a t e d
M ic r o p l a t e R e a d e r b y B i o - T e k I n s t r u m e n t s , I n c . , (W i n o o sk i , V T ) in t e r f a c e d w it h K Cj u n i o r
f o r W in d o w s D a t a R e du c t i o n S o f t w a r e (K Cj u n i o r v . 1 . 4 1 . 5 b y B i o - T e k I n s t r u m e n t s , I n c . ,
Wi n o o s k i , V T ) l o a d e d o n t o a C o m p a q P e n t i u m 4 c o m p u t e r . _ \
T h e A m e r i c a n T y p e C u l t u r e C o l l e c t i o n (A T C C ) M T T P r o l if e r a t i o n A s s a y (M a n a s s a s ,
V A ) u s e s t h e y e l l o w t e t r a z o l iu m s a lt , M T T (3 - (4 , 5 - d im e t h y lt h i a z o l y l - 2 ) - 2 , 5 -
d ip h e n y l t e t r a z o l i u m b r o m i d e ) t o m e a s u r e c e l l v i a b i l i t y a n d p r o l i f e r a t i o n i n r e s p o n s e t o
e x t e r n a l f a c t o r s ( i . e . e x p o s u r e t o a c h e m i c a l) . I t i s a l s o a c o l o r i m e t r i c a s s a y b a s e d o n t h e
c a p a c i t y o f m i t o c h o n d r i a l e n z y m e s o f m e t a b o l i c a l ly a c t i v e c e l l s t o t r a n s f o r m t h e M T T
t e t r a z o l i u m s a lt i n t o M T T f o r m a z a n . [ 7 4 ] T h e a c c u m u la t e d d a r k b l u e c r y s t a l s a r e t h e n
s o l u b i l i z e d b y a n a l c o h o l a n d a b s o r b a n c e m e a s u r e d a t 5 7 0 n m . A d e c r e a s e i n O D i n d i c a t e s
l e s s M T T f o rm a z a n f o r m a t i o n , a n i n d i c a t io n c e l l s h a v e lo s t m e t a b o l i c f u n c t i o n , a s i g n o f c e l l
d y s f u n c t i o n . We l l s i n r e p l i c a t e s o f 3 w e r e e x p o s e d t o T r it o n - X 100 a t 2 5 \i M , 5 0 |a M , a n d
10 0 |i M a s a p o s i t i v e c o n t r o l f o r t h e M T T a s s a y . T h e O D m e a s u r e m e n t s w e r e m a d e u s in g
t h e E L x 80 8 A u t o m a t e d M i c r o p l a t e R e a d e r b y B i o - T e k I n s t r u m e n t s , I n c . , (W i n o o s k i , V T )
i n t e r f a c e d w it h K Cj u n i o r f o r Wi n d o w s D a t a R e d u c t i o n So ft w a r e (K Cj u n i o r v . 1 . 4 1 . 5 by B i o -
T e k I n s t r u m e n t s
,
I n c .
,
W i n o o s k i
,
V T ) l o a d e d o n t o a C o m p a q P e n t i u m 4 c o m p u t e r .
2 . 1 . 4 I n fl a m m a t o r y E n d - P o i n t s
A do s e r a n g e w a s e s t a b l i s h e d f o r SR M 19 75 (10 - 1 84 4 ^ g PM e q /m l ) a n d t h e U CD
e x t r a c t s ( 1 0 - 5 0 î g PM e q /m l) w h i c h w a s n o t c y t o t o x i c . S u b s e q u e n t t o d e fi n i n g a n o n ¬
t o x i c d o s e
,
d o s e - r e s p o n s e s t u d i e s u s in g SR M 19 7 5 , U C D e x t r a c t s a n d 100 n M v a n a d y l
s u l f a t e . T h e v a n a d y l s u l f a t e s e r v e d a s t h e p o s it i v e c o n t r o l f o r I L
- 8 a n d l L - 6 r e l e a s e . I
u s e d c o m m e r c i a l l y a v a i l a b le e n z y m e - l in k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y (E L I S A ) k i t s (R & D
Sy s t e m s , M i n n e a p o l i s , M N ) t o d e t e c t a n d q u a n t i fy i n t h e c e l l s u p e m a t a n t s c h a n g e s i n t h e
p r o - i n f l a m m a t o r y c y t o k i n e s , I L - 8 a n d I L - 6 (A p p e n d i c e s G & H ) . T h i s a s s a y i s a
c o l o r i m e t r i c a s s a y a n d t h e O D m e a s u r e m e n t s w e r e m a d e u s i n g t h e E L x 80 8 A u t o m a t e d
M i c r o p l a t e R e a d e r b y B i o - T e k I n s t r u m e n t s , I n c . , (W i n o o s k i , V T ) in t e r f a c e d w it h K Cj u n io r
f o r W i n d o w s D a t a R e d u c t i o n S o ft w a r e (K Cj u n i o r v . 1 . 4 1 . 5 b y B i o - T e k I n s t r u m e n t s , I n c . ,
W i n o o s k i
,
V T ) l o a d e d o n t o a C o m p a q P e n t i u m 4 c o m p u t e r .
2 . 2 S a m p l e P r e p a r a t i o n s
T h e U C D e x t r a c t v o l u m e s w e r e l i m i t e d s o a s u it a b l e s u r r o g a t e (S RM 19 7 5 ) w a s
s e l e c t e d f o r m e t h o d d e v e l o p m e n t . S R M 197 5 i s a n o r g a n i c e x t r a c t o f d i e s e l p a r t i c u l a t e
m a t t e r i n D C M . D C M i s a v o la t i l e o r g a n i c ( n o n - p o l a r ) s o l v e n t s u i t a b l e f o r s o l u b i l iz i n g
m a n y o f t h e b i o lo g i c a l l y a c t i v e c o m p o u n d s f o u n d o n d i e s e l p a r t ic u l a t e m a t t e r . [ 7 5 ] W h i l e
D C M i s a m o r e e f e c t i v e s o l v e n t f o r t h e o r g a n i c e x t r a c t s , it c a n n o t b e u s e d a t h i g h
c o n c e n t r a t i o n s i n c e l l c u l t u r e w o r k .
Se v e r a l c r it e r i a w e r e c o n s i d e r e d i n s e l e c t i n g a n a p p r o p r i a t e s o l v e n t t o u s e in o u r
b i o lo g i c a l s y st e m : ( 1) m u st d is s o l v e a d r i e d e x t r a c t o f S R M 19 7 5 w i t h e a s e , (2 ) c a n b e
u s e d a t a c o n c e n t r a t i o n i n a n a q u e o u s b u f f e r t h a t w i l l k e e p t h e e x t r a c t i n s o l u t i o n b u t w i l l n o t
b e c y t o t o x i c , a n d (3 ) m u s t m i n im iz e t he l o s s o f s o l u b l e o r g a n i c s d u r i n g t h e s o l v e n t e x c h a n g e
p r o c e s s . T w o s o l v e n t s w e r e e v a lu a t e d : d im e t h y l s u l f o x i d e (D M SO ) a n d 9 5% e t h a n o l .
D M SO i s a v e r s a t i l e p o l a r s o l v e n t c a p a b l e o f d i s s o l v i n g m o s t o r g a n ic s , s u c h a s t h o s e
f o u n d i n P M e x t r a c t s
,
a n d it i s m i s c i b l e w it h a n a q u e o u s s o l u t i o n . C o n c e n t r a t i o n s o f
D M SO k e p t u n de r 1% a r e c o n s i d e r e d n o n - t o x i c i n v i t r o . E t h a n o l i s a l s o a p o l a r s o l v e n t
w it h l o w t o x i c i t y a t m i n i m a l c o n c e n t r a t io n s a n d i s m i s c ib l e w it h w a t e r .
S e v e r a l i t e r a t i o n o f t h i s p r o c e s s t o o k p l a c e b u t t h e b e st a p p r o a c h w a s t o a dd a n
a h q u o t o f S R M 19 7 5 i n D C M e q u a l t o 1 . 4 95 m g t o a 1. 5 m l m i c r o c e n t r i f u g e t u b e a n d d r y
u n d e r a s t r e a m o f n i t r o g e n . T o t h i s r e s i d u e , e i t h e r D M SO o r e t h a n o l w a s a dd e d t o d i s s o l v e
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t h e r e s i d u e f o l l o w e d b y f u r t h e r d i l u t i o n i n k e r a t i n o c y t e g r o w t h m e d i a (K G M ) . B a s e d o n
v i s u a l i n s p e c t i o n o n ly , t h e D M SO w a s m o r e e f fe c t i v e c o m p a r e d t o t h e e t h a n o l a t d i s s o l v in g
t h e r e s i d u e . S o m e p o r t i o n o f t h e S R M 19 7 5 w a s d i s s o l v e d i n t h e e t h a n o l a n d K G M .
V i g o r o u s v o r t e x i n g f a c i l i t a t e d f u r t h e r d i s s o l u t io n o f t h e a d h e r e d r e s i d u e .
2 . 2 . 1 U V A ^ I S S p e c t r o s c o p y
U l t r a v i o l e t / v i s i b le s p e c t r o s c o p y (U V A / I S ) w a s u s e d a s a t o o l t o e v a l u a t e t h e s o l v e n t
e x c h a n g e p r o c e s s . U V /V I S s p e c t r o s c o p y i s a s i m p l e q u a l it a t i v e t e c h n i q u e t o v e r i fy t h a t
o r g a n i c s e x t r a c t e d i n t o D C M a r e in t h e a q u e o u s p r e p a r a t i o n o f SO F . T h i s i s a c c o m p l i s he d
b y d e t e c t i n g c h r o m o p h o r e s . A c h r o m o p h o r e i s a c h e m ic a l s t r u c t u r e (e . g . c o n j u g a t e d d o u b le
b o n d s ) w i t h i n a m o l e c u l e t h a t c a n a b s o r b e n e r g y f r o m t h e U V /V I S r e g i o n o f t h e
e l e c t r o m a g n e t i c s p e c t r u m (2 00 - 8 0 0 n m ) . A b s o r b a n c e r e a d i n g s in t h e U V / V I S r e g i o n w e r e
m a d e f o r 1 0 0 î g /m l a l i q u o t s o f S R M 19 7 5 i n D C M a n d K G M + 0 . 2 % D M SO . L o w e r
a b s o r b a n c e r e a d i n g f o r t h e D M SO p r e p a r a t i o n i n d i c a t e d l e s s d i s s o lv e d o r g a n i c s b u t t h e
p r e p a r a t i o n s t i l l c o n t a i n e d b io l o g i c a l l y a c t i v e o r g a n i c . T h e s p e c t r o p h o t o m e t e r u s e d w a s a
B e c k m a n D U 64 0 (B e c k m a n C o u lt e r , I n c . , F u l le r t o n , C A ) .
2 . 2 . 2 P r e p a r a t i o n o f D o s e S o l u t i o n s
A l l s a m p l e d o s e s w e r e f r e s h ly p r e p a r e d o n t h e d a y o f a n e x p o s u r e . A n u n o p e n e d
a m p o u l e o f S R M 19 7 5 w a s u s e d i n e a c h e x p e r i m e n t . W o r k i n g in a 4
°
C c o l d r o o m t o
m i n im iz e e v a p o r a t i v e l o s s , a l i q u o t s o f t he U C D s a m p le s w e r e d i s p e n s e d i n t o 1 . 5
m i c r o c e n t r i f u g e t u b e s a n d t h e SR M 19 7 5 w a s d i sp e n s e d i n t o a 1 5 m l c o n i c a l t u b e . T h e
r e m a i n i n g s t e p s i n s a m p l e p r e p a r a t io n w e r e p e r f o r m e d a t r o o m t e m p e r a t u r e . I n p r e p a r i n g
t h e S R M 19 7 5 5 0 |x g /m l d o s e , t h e D C M w a s e v a p o r a t e d o f f c o m p le t e l y u n d e r a s t r e a m o f N 2 .
A v o l u m e (2 7 . 3 î l ) o f D M SO r i n s e d t h e d r i e d r e s i d u e f r o m t h e s i d e o f t h e t u b e T h e fi n a l
c o n c e n t r a t i o n o f t h e S R M 19 7 5 s t o c k w a s 5 0 jx g / m l in K G M + 0 . 2 % D M SO . T h e U C D
s a m p l e s w e r e n o t d r i e d c o m p l e t e l y . A s m a l l a m o u n t o f D C M r e m a i n e d t o p r e v e n t t h e
o r g a n i c s f r o m c l i n g i n g t o t h e s i d e o f t h e m ic r o c e n t r if u g e t u b e . T h e c a l c u l a t e d v o lu m e o f
D M SO (T a b l e 10 ) w a s a d d e d a n d t h e n f u r t h e r d i l u t e d i n 1 . 4 m l o f K G M . T a b l e 1 1 d e t a i l s
h o w U C D s a m p l e s w e r e s e r i a l l y d i l u t e d .
T a b l e 1 0 : T h e v o l u m e o f t h e a l i q u o t d i s p e n s e d f o r e a c h U C D s a m p l e a n d t h e v o l u m e o f
D M SO a d d e d t o p r e p a r e 1 . 4 m l o f 4 0 )i g PM e q /m l c o n c e n t r a t i o n i n K G M + 0 . 2 % D M SO .
F u e l
T y p e
S a m p le I D S t a r t i n g
C o n c e n t r a t i o n
o f E x t r a c t
S t o c l i
c o n c e n t r a t i o n
(H g/ m l )
V o l u m e
(m l)
V o l u m e ( fi l )
o f D M SO f o r
0 . 2 % s o l u t i o n
M a s s
( f i g)
E q u i v a l e n t
v o l u m e ( j i l )
SE E U C D - 1 58 7 4 0 1 4 2 6 56 9 5 . 4
SE E U C D - 2 5 77 4 0 1 4 2 6 56 9 7 0
SEE U C D - 3 59 7 4 0 1 4 2 6 56 9 3 8
SM E U C D - 4 5 80 4 0 1 4 2 6 5 6 9 6 6
D ie s e l U C D - 5 10 2 7 4 0 1 4 2 6 5 6 5 4 5
T u n n e l
B l a n k
U C D - 6 59 0 4 0 1 4 2 6 5 6 94 9
So l v e n t
B l a n k
U C D - 8 5 80 4 0 1 4 2 6 5 6 9 6 6
T a b l e 1 1 : S e r i a l d i l u t i o n s w e r e m a d e f r o m t h e h i g h d o s e f o r e a c h U C D s a m p l e .
F i n a l
C o n c e n t r a t i o n
a l l U CD (n g/ m l )
M in im u m
s t a r t i n g
v o l u m e (n l )
V o l u m e (f i l ) o f p r e v i o u s s t o c k
V o l u m e o f K G M +
0 . 2 % D M S O
(H i )
F i n a l
V o l u m e
0* 1)
4 0 14 0 0 7 12 5
2 5 1 10 0 6 87 5 o f 4 0 u g/ m l s t o c k 4 12 5 7 0 0
10 10 0 0 4 0 0 o f 2 5 u g/ m l s o l u t i o n 6 0 0 10 0 0
B E A S - 2 B w e r e g r o w n o n 9 6
- w e l l p l a t e s a n d i n s p e c t e d m ic r o s c o p i c a l l y a t 2 0 x
m a g n i f i c a t io n p r i o r t o e x p o s u r e t o e s t a b l i s h t h a t w e l l s h a d u n i f o r m c o n f l u e n c e . W e l l s w it h
c l o s e t o 10 0 % c o n f lu e n c e o n t h e d a y o f e x p o s u r e w e r e u s e d . K G M w a s a s p i r a t e d f r o m
w e l l s t w o c o l u m n s a t a t im e a n d 2 0 0 |i l o f e a c h d o s e w a s d i s p e n s e d i n 3 w e l l s . P l a t e s w e r e
r e t u r n e d t o 3 7
°
C 5 % C O 2 i n c u ba t o r fo r 2 4 h o u r s . ; ; ; =
A f t e r t h e 2 4 h i n c u b a t i o n , t h e c e l l s w e r e i n s p e c t e d a g a i n a t 2 0 x a n d a n y c h a n g e s d u e
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t o e x p o s u r e w e r e n o t e d . T h e c e l l s u p e m a t a n t s w e r e p ip e t t e d i n t o 1 . 5 m l m i c r o c e n t r i f u g e
t u b e s a n d c e n t r i f u g e d f o r 5 m i n a t 1 4 , 0 0 0 r p m t o r e m o v e c e l l u l a r d e b r i s . T o e v a l u a t e
c y t o t o x i c it y , c e l l s w e r e i n c u b a t e d w i t h t h e M T T r e a g e n t a c c o r d i n g t o m a n u f a c t u r e r
'
s
i n s t r u c t i o n s . C e l l s u p e m a t a n t s w e r e s t o r e d a t - SOX o v e r n i g h t p r i o r t o p e r f o r m i n g t h e I L - 8
a n d I L - 6 a s s a y s . T h e I L - 8 a n d I L
- 6 a s s a y s w e r e p e r f o r m e d a c c o r d i n g t o m a n u f a c t u r e r
'
s
i n s t r u c t i o n s f o r c e l l s u p e m a t a n t s (A p p e n d i x G ) .
2 . 3 St a t i s t i c a l A n a l y s i s
T h r e e s e p a r a t e e x p e r im e n t s w e r e c o n d u c t e d i n w h i c h a l l U C D s a m p l e s w e r e t e s t e d
s i m u l t a n e o u s l y . I n t h e fi r s t e x p e r im e n t , e a c h d o s e w a s t e s t e d i n d u p l i c a t e a n d i n t h e o t h e r
t w o e x p e r i m e n t s d o s e s w e r e t e s t e d in t r i p l i c a t e . A n E x c e l (M i c r o s o ft O f fi c e E x c e l 2 0 03 )
n o t e bo o k w a s c r e a t e d (F i le n a m e : St a t i s t i c a l_ A n a l y s i s . x l s ) t h a t o r g a n iz e d t h e r e s u l t s f r o m
a l l e x p e r im e n t s . D a t a w a s c l e a n e d p r i o r t o s t a t i st i c a l a n a l y s i s ; a n y w e l l w h e r e c y t o t o x i c i t y
w a s e s t a b l i s h e d ( i . e . p e r c e n t L D H r e l e a s e > 5 0 % a n d / o r p e r c e n t v i a b i l it y < 5 0% a n d v i s u a l
o b s e r v a t i o n o f c e l l d e t a c h m e n t a n d r o u n d in g ) w a s c o d e d a s a n o n - n o r m a l f u n c t i o n i n g c e l l
s y s t e m a n d t h e I L - 8 a n d I L - 6 r e s p o n s e w a s e x c l u de d f r o m t h e a n a l y s i s . S e v e r a l p i v o t
t a b l e s w e r e c r e a t e d i n E x c e l t h a t f a c i l i t a t e d v i s u a l i z in g t h e c y t o k i n e r e s p o n s e s . A p i v o t
t a b l e i s a d a t a m i n i n g f e a t u r e t h a t e n a b l e s o n e t o s u m m a r i z e a n d a n a l y z e l a r g e a m o u n t s o f
d a t a i n l i s t s a n d t a b l e s . P i v o t t a b l e s c a n q u i c k l y b e r e a r r a n g e d by dr a g g in g a n d d r o p p in g
c o l u m n s t o d i f f e r e n t r o w , c o l u m n , o r s u m m a r y p o s it i o n s .
G r a p h s a n d s t a t i s t i c a l a n a l y s i s w e r e p e r f o r m e d i n G r a p h P a d P r i s m v e r s i o n 4 . 0 3
(G r a p h P a d S o ft w a r e , I n c . , S a n D i e g o , C A ) . F o r e a c h e x p e r i m e n t , t h e I L - 8 a n d I L - 6
r e s p o n s e a t e a c h e x p o s u r e do s e w a s p l o t t e d f o r t h e d a t a s o l v e n t b l a n k , p e t r o l e u m d i e s e l ,
S E E , a n d SM E , a n d a l i n e a r r e g r e s s io n e q u a t i o n w a s fi t t e d f o r t h e r e sp o n s e in e a c h f u e l






p o t e n c y o f t h e PM e x t r a c t s i s t h e s l o p e o f t h e l i n e a r r e g r e s s i o n e q u a t i o n f i t t e d t h r o u g h t h e
d o s e - r e s p o n s e d a t a . T h e u n it s f o r t h e s l o p e , o r t h e r a t e o f c h a n g e , a r e p i c o g r a m of
p r o t e i n / fi g P M e q .
'
"
S u b s e q u e n t l y , I L
- 8 a n d I L - 6 d a t a c o m p a r i s o n s w e r e c a r r i e d o u t u s i n g t h e K r u s k a l -
W a l l i s ( o n e - w a y A N O VA ) n o n p a r a m e t r i c t e s t , f o l l o w e d b y D u n n
'
s M u lt i p l e c o m p a r i s o n t e s t
o f d i f f e r e n c e s i n r a n k s u m s (n o d o s e c a t e g o r i e s ) . A n o n p a r a m e t r ic t e s t w a s s e l e c t e d
b e c a u s e t h e r e w a s n o t e n o u g h d a t a i n a n y o n e c a t e g o r y t o p e r f o r m a p a r a m e t r i c A N O VA .
B y c o m b i n i n g e x p o s u r e t y p e s i n t o t h r e e d i s t in c t c a t e g o r i e s [e . g . c o n t r o l g r o u p (K G M +
0 . 2 % D M SO a n d s o l v e n t b l a n k (U C D - 8 ) ) , d i e s e l (S R M 19 7 5 a n d p e t r o l e u m d i e s e l (U C D -
5 )) , a n d b i o d i e s e l (U C D - 1 , 2 , 3 , 4 ) ] a n d c o m b i n i n g a l l r e s u l t s f o r e a c h d o s e c a t e g o r y , t h e d a t a
c a n b e r a n k e d a n d t h e m e d ia n r e s p o n s e s t a t i s t i c a l l y e v a l u a t e d . ;
F o r t h e e x p e r im e n t a l c o n t r o l s [t u n n e l b l a n k (U C D - 6 , 16 , & 19 ) , a n d s o lv e n t b l a n k
(U C D - 8 & 2 8 ) ] , t h e a v e r a g e l L - 8 a n d I L - 6 c o n c e n t r a t i o n s a c r o s s e x p o s u r e d o s e i n e a c h
e x p e r i m e n t w e r e a n a ly z e d b y t h e M a n n - W h i t n e y t e s t , t h e n o n - p a r a m e t r i c e q u i v a l e n t t o t h e t -
t e s t . T h i s t e s t e v a l u a t e s w h e t h e r t h e m e d i a n I L - 8 o r I L - 6 r e s p o n s e s a r e s t a t i s t i c a l l y
d i f fe r e n t b e t w e e n t h e t u n n e l b l a n k a n d t h e s o l v e n t b l a n k . T h e a v e r a g e i n f l a m m a t o r y
m a r k e r c o n c e n t r a t i o n (a c r o s s d o s e c a t e g o r i e s ) w it h t h e s t a n d a r d de v i a t i o n e r r o r b a r s i s
g r a p h e d f o r t h e K G M + 0 . 2 % D M SO v e h i c l e c o n t r o l , s o l v e n t b l a n k , a n d t h e t u n n e l b l a n k
f r o m 4 e x p e r i m e n t s (A p p e n d i x I ) . T h e f o u r t h e x p e r i m e n t w a s n o t a d o s e - r e s p o n s e
e x p e r i m e n t b e c a u s e t h e r e w a s n o t e n o u g h e x t r a c t t o p r e p a r e s e r i a l d i l u t i o n s .
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C h a p t e r 3 . R E SU L T S
3 . 1 E x p o s u r e t o t h e s e l e c t e d d o s e s o f b i o d i e s e l S O F i s n o t c y t o t o x i c
T h e d o s e r a n g e f o r t h e b i o d i e s e l S O F c o n s i s t e n t l y e v a l u a t e d w a s 1 0
- 5 0 ^ g PM
e q u iv a l e n t /m l . A c r o s s a l l e x p e r i e m e n t s a n d a l l s a m p l e s , n o U C D s a m p l e w a s c o n s i s t e n t l y
c y t o t o x i c a t t h e d o s e s t e s t e d . I n t h e fi r s t e x p e r i m e n t t e st i n g a l l U C D s a m p l e s o n l y t h e
T u n n e l B l a n k (U C D - 6 ) w a s c y t o t o x i c a t t h e 2 5 |i g PM e q / m l do s e , in b o t h t h e L D H a s s a y
a n d t h e M T T a s s a y (F i g u r e 2 0 a n d F i g u r e 2 1 ) . T h e L D H a s s a y w a s n o t u s e d in
s u b s e q u e n t e x p e r i m e n t s b e c a u s e o f i t s l o w e r s e n s i t i v it y c o m p a r e d t o t h e M T T a s s a y a n d
be c a u s e t h e a s s a y r e q u i r e d a n e x c e s s i v e p o r t i o n o f r e c o v e r e d c e l l s u p e r n a t a n t t h a t w a s
n e e d e d fo r t h e I L - 8 a n d l L - 6 a s s a y s
1 0 0 - 1
T u n n e l B l a n k ( U C D - 6 )
m i ^ - n i a q - r n i q - n i i a ^ - r n a q r * n
S R M 19 7 5
^ !^ S E E (U C D - 1)
- » - S E E (U C D - 2 )
- ^ S E E (U C D - 3 )
- * - S M E (U C D - 4 )
- X - P e tr o le u m D ie s e l (U C D - 5 )
- * - T u n n e l B la n k 1 ( U C D - 6 )
H— S o lv e n t B la n k ( U C D - 8 )
1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 10 0 6 0 0 1 1 0 0 16 0 0
p , g P M e q /m l in K G M + 0 . 2 % D MS O
F i g u r e 2 0 : E x p e r i m e n t 1 o f 3 : B E A S - 2 B e x p o s e d 2 4 h t o S R M 19 7 5 a n d U C D s a m p l e s .
C y t o t o x i c i t y d e t e r m in e d b y t h e p e r c e n t o f L D H r e l e a s e (n = l f o r e a c h d o s e ) . W it h t h e
e x c e p t i o n o f t h e 2 5 |i g PM e q /m l t u n n e l b l a n k d o s e , n o s a m p l e s c a u s e d s i g n i fi c a n t l y m o r e
L D H r e l e a s e t h a n v e h ic l e a l o n e .
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= 1 0 0 -
T u n n e l B l a n k fU C D - 6 )
4 0 5 0 10 0 6 0 0 1 1 0 0 1 6 0 0
n g P M e q / m l i n K G M + 0 . 2 % D M S O
S R M 1 9 7 5
- ^ ^ S E E ( U C D - I )
- ^ S E E ( U C D - 2 )
S E E ( U C D - 3 )
- ^ S M E ( U C D - 4 )
- i f - P e t r o l e u m D ie s e l (U C D - 5 )
- * - T u n n e l B la n k 1 ( U C D - 6 )
■I— S o lv e n t B la n k ( U C D - 8 )
F i g u r e 2 1 : E x p e r im e n t 1 o f 3 : B E A S- 2 B e x p o s e d 2 4 h t o S R M 19 75 a n d U C D s a m p l e s .
P e r c e n t v i a b i l i t y d e t e r m in e d by M T T (n = l f o r e a c h d o s e ) . P e r c e n t v i a b i l i t y g r e a t e r t h a n
1 0 0% (c o n t r o l ) s u g g e s t s c e l l s w e r e a b l e t o g r o w a n d d i v i d e d u r i n g t h e 2 4 - h e x p o s u r e . T h e
2 5 î g PM e q /m l t u n n e l b l a n k d o s e h a d l e s s t h a n 2 5% c e l l v ia b i l i t y . ^
I n t h e s e c o n d e x p e r i m e n t , t h e h i g h do s e o f t h r e e U C D s a m p l e s p r o du c e d a de p o s it
o n t h e c e l l s (F i g u r e 2 2 ) . T h i s w a s o b s e r v e d e a r l i e r i n 1 o f 2 w e l l s w i t h t h e U C D - 1 a t t h e
5 0 |a g PM e q / m l d o s e b u t a t t h e t i m e w a s c o n s i d e r e d a n a r t i f a c t . W h e n it o c c u r r e d o n a
s e c o n d o c c a s i o n a n d in m o r e t h a n o n e s a m p l e , 1 sp e c u l a t e d t h a t t h e r e c o u l d b e a s o l u b i l i t y
i s s u e w it h t h e d i s s o l v e d c o m p o n e n t s a n d t h e D M SO . T h e p r e s e n c e o f a d e p o s it w a s n o t
o b s e r v e d i n a d d i t io n a l e x p e r im e n t s t h o u g h t h e s a m e d o s e s w e r e t e st e d . T he p r e s e n c e o f
t h e d e p o s i t c o u l d a f f e c t t h e r e s u l t s o f t h e M T T a s s a y . F o r e x a m p l e , f o r t u n n e l b l a n k 1
(U C D - 6 ) a l l t h r e e w e l l s a t t h e 4 0 |j g PM e q / m l d o s e h a d o b s e r v a b le d e p o s i t s b u t t w o w e l l s
h a d a v i a bi l i t y > 10 0 % a n d t h e t h i r d w e l l w a s < 2 0% v i a b l e . I n F i g u r e 2 3 , t h e p e r c e n t
v i a b i l i t y r e s u l t s s h o w t h e r e s p o n s e a s a n a v e r a g e o f t h r e e w e l l s a t e a c h d o s e . T h e
p e t r o le u m d i e s e l (U C D - 5 ) s a m p l e a t t h e 4 0 ^ g PM e q /m l d o s e h a d c e l l d e t a c h m e n t a n d
r o u n d in g i n a l l t h r e e w e l l s b u t n o d e p o s it s . I n F i g u r e 2 4 , t he U C D s a m p le s s h o w l it t l e
c y t o t o x i c a f f e c t a t t h e d o s e s t e s t e d .
5 4
R e f r a c t o r y d e p o s i t s o n t o p o f c e l l s
C e l l s t h a t r e m a i n a r e r o u n d e d a n d u n h e a l t h y l o o k i n g
Sp a c e o n t h e b o t t o m o f w e l l w h e r e c e l l s
h a v e d e t a c h e d
F i g u r e 2 2 : E x p e r i m e n t 2 o f 3 : 2 0 x m a g n if i c a t i o n o f B E A S - 2 B c e l l s a f t e r 2 6 h e x p o s u r e t o
4 0 n g P M e q /m l s o y e t h y l e s t e r (S E E ) , t h e h i g h e s t d o s e . T h i s o b s e r v a t i o n w a s m a d e i n 1
o f 3 w e l l s e x p o s e d t o t h e h i g h e s t d o s e . I m a g e c a p t u r e d (2 0 0 6 ) b y R . S i l b aj o r i s , U S E PA
B i o l o g i s t .
1 5 0 -
1 2 5 -
^ 1 0 0 -






10 2 0 3 0 80 0 13 0 0 1 80 0
- S RM 19 7 5
^ S EE (UC D - I )
' - - S E E (U C D - 2 )
* - S E E (UC D - 3 )
♦ - S ME (UC D - 4 )
» «
-
P e tr o le u m D ie s e l (U C D - 5 )
* - T u n n e l B la n k (UC D - 6 )
■• - S o lv e n t B la n k (UC D - 8 )
4 0 3 00
n g PM e q / m l in KG M + 0 . 2 % D M S O
F i g u r e 2 3 : E x p e r im e n t 2 o f 3 : B E A S - 2 B e x p o s e d 2 6 h t o S R M 19 7 5 a n d U C D s a m p l e s .
P e r c e n t v i a b i l i t y d e t e r m i n e d b y M T T ( n = 3 ) . W it h t h e o b s e r v a t i o n o f d e p o s it s i n s o m e
s a m p l e s , it a p p e a r s t h a t p e r c e n t v i a b i l i t y d e c r e a s e s i n t h e h i g h d o s e s f o r U C D - 4 , 5 & 6 .
H o w e v e r
,
c e l l d e t a c h m e n t a n d r o u n d i n g w a s o n ly o b s e r v e d in 3 o f 3 w e l l s e x p o s e d t o d i e s e l
(U C D - 5 ) a t 4 0 Hg PM e q /m l .
5 5
1 2 0 - 1
1 0 0 -
^ 8 0 -
■





0 - " i ^ i " m i w ^ T P ^ i M I i i i i ^ i i i a q i i i a q i
0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 3 0 0 8 0 0 1 3 0 0 18 0 0
^ g P M e q /m l i n K G M + 0 . 2 % D M S O
S R M 19 7 5
^ S E E (U C D - 2 + 1 1 )
— S E E (U C D - 3 + 13 )
- ^ S M E ( UC D - 4 + 14 )
- » « - P e t r o le u m D i e s e l (UC D - 5 + 1 5 )
- * - T u n n e l B la n k (U C D - 6 + 16 )
■ ^ - S o lv e n t B la n k (U C D - 8 + 2 8 )
F i g u r e 2 4 : E x p e r i m e n t 3 o f 3 : B E A S - 2 B e x p o s e d 24 h t o S R M 19 7 5 a n d U C D s a m p le s .
P e r c e n t v i a b i l i t y d e t e r m in e d b y M T T (n = 3 ) . C e l l s r e m a i n e d v i a b l e t h r o u g h t h e 2 4 h
e x p o s u r e t o t h e e x t r a c t s .
5 6
3 . 2 E x p o s u r e t o B i o d i e s e l S O F a p p e a r s t o b e a m o r e p o t e n t i n fl a m m a t o r y s t i m u l a n t
i n B E A S - 2 B c o m p a r e d t o t l i e S O F f r o m 2 d i e s e l P M s a m p l e s
T h e I L - 8 a n d I L - 6 r e s p o n s e s i n f o u r e x p o s u r e g r o u p s , c o n t r o l (s o l v e n t b l a n k ) ,
P e t r o l e u m D i e s e l (U C D - 5 ) , S R M 19 75 , a n d B i o d i e s e l (U C D - 1 , 2 , 3 , & 4 ) w e r e i n it i a l ly
e v a l u a t e d f o r e a c h e x p e r i m e n t , w it h t h e e x c e p t i o n o f t h e fi r s t e x p e r i m e n t t h a t d i d n o t h a v e
da t a f o r S RM 19 7 5 . T h e s o lv e n t b l a n k w a s D C M . E a c h s a m p l e h a d a c o n c e n t r a t i o n (|a g
P M e q / m l ) r e p o r t e d , w h i c h w a s n e e d e d t o c a l c u l a t e t h e s t o c k c o n c e n t r a t i o n a n d t h e s e r i a l
d i l u t i o n s . T h e s o l v e n t b l a n k w a s t r e a t e d in t h e s a m e m a n n e r a s t h e o t h e r s a m p le s e v e n
t h o u g h t h e c o n c e n t r a t i o n r e p o r t e d w a s s p u r i o u s . T h e m e a n c y t o k i n e r e s p o n s e w i t h t h e
s t a n d a r d d e v ia t i o n ba r f o r K G M + 0 . 2 % D M SO
,
t h e v e h i c l e c o n t r o l
,
i s p l o t t e d a t t h e z e r o
d o s e i n a l l t h e fi g u r e s p r e s e n t e d . S u b s e q u e n t a n a ly s i s f u r t h e r d i v i d e d t h e b i o d i e s e l
e x p o s u r e g r o u p i n t o S E E (U C D - 1 , 2 , 3 ) a n d SM E (U C D - 4 ) i n o r d e r t o d e t e c t p o t e n c y
d i f f e r e n c e s b e t w e e n b io d i e s e l f u e l t y p e s .
T a b l e 1 2 a n d F i g u r e 2 6 s h o w s t h e r e s u l t s o f t h e l i n e a r r e g r e s s i o n a n a l y s i s f o r
e x p e r im e n t 1 o f 3 . T h e u n it s f o r t h e s l o p e t e r m a r e p i c o g r a m of p r o t e i n / f i g P M e q . T h e
R
^
v a l u e i s t h e c o e f f i c i e n t o f d e t e r m i n a t i o n
,
a l s o c a l l e d t h e G o o d n e s s o f fi t m e a s u r e , a n d i s a
m e a s u r e o f h o w w e l l t h e l i n e a r m o d e l fi t t h e d a t a . T h i s v a l u e c a n be i n t e r p r e t e d a s t h e
p r o p o r t i o n o f t h e v a r i a b i l i t y a m o n g t h e o b s e r v e d v a l u e s o f I L - 8 (y ) t h a t i s e x p l a i n e d b y t h e
l i n e a r r e g r e s s i o n o f I L - 8 (y ) o n t h e d o s e o f e x t r a c t (x ) . [ 7 6 ] F o r e x a m p l e , t h e s l o p e f o r I L - 8
r e g r e s s i o n l i n e o f b i o d i e s e l d a t a i s 0 . 5 16 . T h e R
^
v a l u e i s 0 . 63 3 . T h i s i m p l i e s a
m o d e r a t e ly s t r o n g r e l a t i o n s h i p b e t w e e n t h e e x p l a n a t o r y v a r i a b l e (d o s e ) a n d t h e r e s p o n s e
v a r i a b l e (I L - 8 ) . I n o t h e r w o r d s , 6 3 . 3 % o f t h e v a r i a b l i l it y a m o n g t h e o b s e r v e d v a l u e s o f t h e
r e s p o n s e v a r i a b l e i s e x p l a i n e d b y t h e l i n e a r r e la t i o n s h ip b e t w e e n t h e e x p l a n a t o r y v a r i a b l e
a n d t h e r e s p o n s e v a r i a b l e . T h e r e m a i n i n g 36 . 7 % o f t h e v a r i a b i l i t y i s n o t e x p l a in e d b y t h i s
r e l a t i o n s h ip . T h e 95 % C I , s h o w n a s a d o t t e d c o l o r e d l in e o n e i t h e r s i d e o f t h e r e g r e s s i o n
l i n e
,
i s t h e i n t e r v a l e s t i m a t e r a n g e t h a t c o n t a i n t h e p o p u l a t i o n m e a n w i t h a c e r t a i n d e g r e e o f
c o n f i d e n c e . T h e f a c t t h a t t h e c o n f i d e n c e i n t e r v a l s d o n o t o v e r la p a t t h e h i g h d o s e s f o r
b i o d i e s e l a n d d i e s e l s u g g e s t s t h a t t r u e m e a n r e s p o n s e f o r e a c h e x t r a c t t e s t e d i s d i ff e r e n t .
H o w e v e r , f e w e r v a l u e s w e r e i n t h e d i e s e l a n a l y s i s a n d , t h e r e f o r e , t h e R v a lu e i s c l o s e t o
z e r o m e a n i n g a t t h e d o s e s o f d i e s e l e x t r a c t t e s t e d t h e r e i s n o c le a r l i n e a r r e la t i o n s h i p
b e t w e e n d o s e o f d i e s e l e x t r a c t a n d t h e o b s e r v e d c h e m o k i n e / c y t o k i n e r e s p o n s e . I n d e e d, i n
e x p e r i m e n t s u s i n g SR M 19 75 , s i g n i f i c a n t I L - 8 a n d I L - 6 r e s p o n s e s a r e n o t o b s e r v e d u n t i l t h e
d o s e e x c e e d s m o r e t h a n 9 2 2 . 3 8 |j g PM e q /m l , e q u a l t o 2 5 \x g o r g a n i c s /m l (A p p e n d i x I ) .
T a b l e 1 3 a n d F i g u r e 2 6 s h o w s t h e r e s u lt s o f t h e r e g r e s s i o n a n a ly s i s f o r e x p e r im e n t 1 w h e n
t h e b i o d i e s e l c a t e g o r j
' i s s p l i t i n t o S E E a n d SM E . E x p o s u r e t o S E E a p p e a r s t o b e m o r e
p o t e n t t h a n SM E b u t f e w e r d a t a p o i n t s w e r e i n t h e SM E a n a l y s i s .
T a b l e 1 2 : E x p e r i m e n t 1 o f 3 : S l o p e f r o m t h e r e g r e s s i o n a n a ly s i s f o r c o n t r o l , d i e s e l , a n d
b io d i e s e l c a t e g o r y . T h e b i o d i e s e l c a t e g o r y c o m b i n e s t h e s o y e t h y l e s t e r (S E E ) a n d t h e s o y
m e t h y l e s t e r (SM E ) r e s u lt s .
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^ b l o d i e s e l (S E E & S M E )
F i g u r e 2 5 : E x p e r i m e n t 1 o f 3 : D o s e - d e p e n d e n t e f f e c t o f d i e s e l a n d b i o d i e s e l e x t r a c t s o n
(A ) I L - 8 a n d (B ) I L - 6 r e l e a s e f r o m B E A S- 2B . S o y e t hy l e s t e r (SE E ) a n d s o y m e t h y l e s t e r
(SM E ) a r e g r o u p e d a s b i o d i e s e l . E a c h r e p l i c a t e i s p l o t t e d f o r e a c h e x p o s u r e d o s e . T h e
s o li d l i n e r e p r e s e n t s t h e l i n e a r r e g r e s s io n o f t h e m e a n a n d t h e d o t t e d l in e s m a r k t h e
b o u n d a r y o f t h e 9 5% c o n f i d e n c e i n t e r v a l f o r t h e r e g r e s s i o n l i n e .
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T a b l e 1 3 : E x p e r i m e n t 1 o f 3 : S l o p e f r o m t h e r e g r e s s i o n a n a l y s i s , a f t e r u n g r o u p i n g t h e
b i o d i e s e l c a t e g o r y , d e s c r i b e s t h e p o t e n c y o f s o y e t hy l e s t e r (S E E ) v 5 s o y m e t h y l e s t e r ( SM E ).
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" C o n t r o l ( s o lv e n t b la n k )
• K G M + 0 2 % D MS O
A d ie s e l (UC D - 5 )
S EE (U C D - 1 , 2 , 3 )
S M E (U C D - 4 )
F i g u r e 2 6 : E x p e r i m e n t 1 o f 3 : D o s e - d e p e n d e n t e f e c t o f d i e s e l a n d b i o d i e s e l e x t r a c t s o n
(A ) I L - 8 a n d (B ) I L - 6 r e l e a s e f r o m B E A S - 2 B . I n t h e s e g r a p h s t h e b i o d i e s e l c a t e g o r y i s
s p l i t i n t o S E E a n d SM E . T h e s o l i d l i n e r e p r e s e n t s t h e l i n e a r r e g r e s s i o n o f t h e m e a n a n d t h e
d o t t e d l i n e s m a r k t h e b o u n d a r y o f t h e 9 5% c o n f i d e n c e i n t e r v a l f o r t h e r e g r e s s io n l i n e .
6 0
T a b l e 1 4 a n d F i g u r e 2 7 s h o w s t h e r e s u l t s o f t h e l in e a r r e g r e s s i o n a n a ly s i s f o r
e x p e r i m e n t 2 o f 3 . T h o u g h t h e m a g n it u d e o f t h e s l o p e s a r e s i g n i f i c a n t l y h ig h e r f o r I L - 8
a n d I L - 6
,
t h e b io d i e s e l c a t e g o r y a p p e a r s t o b e m o r e p o t e n t t h a n b o t h t h e S RM 19 7 5 a n d t h e
p e t r o l e u m d i e s e l . T h e r e g r e s s i o n a n a l y s i s f o r SE E a n d SM E (T a b l e 1 5 a n d F i g u r e 2 8 )
s u g g e s t s t h a t SM E i s m o r e p o t e n t t h a n S E E . r / ; ,
T a b l e 1 4 : E x p e r im e n t 2 o f 3 : S lo p e f r o m t h e r e g r e s s i o n a n a l y s i s f o r c o n t r o l , d i e s e l , a n d
b io d i e s e l c a t e g o r y . T h e b i o d i e s e l c a t e g o r y c o m b i n e s t h e s o y e t h y l e s t e r (S E E ) a n d t h e s o y
m e t h y l e s t e r (S M E ) r e s u l t s .
S l o p e C o n t r o l S R M 19 7 5
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C o n t r o l ( s o lv e n t b la n k ) o S R M 1 9 7 5
K G M + 0 . 2 % DM SO ^ d i e s e l (UC D - 5 )
b i o d i e s e l (S E E & S M E )
F i g u r e 2 7 : E x p e r im e n t 2 o f 3 : D o s e - d e p e n d e n t e f f e c t o f d i e s e l a n d b i o d i e s e l e x t r a c t s o n
(A ) I L - 8 a n d (B ) I L - 6 r e l e a s e f r o m B E A S - 2B . S o y e t h y l e s t e r (S E E ) a n d s o y m e t h y l e s t e r
(SM E ) a r e g r o u p e d a s b i o d i e s e l . E a c h r e p l i c a t e i s p l o t t e d f o r e a c h e x p o s u r e d o s e . T h e
s o l i d l i n e r e p r e s e n t s t h e l i n e a r r e g r e s s i o n o f t h e m e a n a n d t h e d o t t e d l i n e s m a r k t h e
bo u n d a r y o f t h e 9 5% c o n f i d e n c e in t e r v a l f o r t h e r e g r e s s i o n l i n e .
6 2
T a b l e 1 5 : E x p e r i m e n t 2 o f 3 : S lo p e f r o m t h e r e g r e s s i o n a n a l y s i s , a ft e r u n g r o u p i n g t h e
b i o d i e s e l c a t e g o r y , de s c r i b e s t h e p o t e n c y o f s o y e t h y l e s t e r (S E E ) v s s o y m e t h y l e s t e r (SM E ).
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C o n t r o l (s o lv e n t b la n k ) ° S R M 1 97 5
K G M + 0 2 % D M S O ^ d ie s e l (U C D - 5 )
S E E ( UC D - 1 , 2 , 3 )
• S M E (U C D - 4 )
F i g u r e 2 8 : E x p e r i m e n t 2 o f 3 : D o s e - d e p e n d e n t e f fe c t o f d i e s e l a n d b i o d i e s e l e x t r a c t s o n
(A ) I L - 8 a n d (B ) I L - 6 r e le a s e f r o m B E A S - 2B . I n t h e s e g r a p h s t h e b i o d i e s e l c a t e g o r y i s
s p l i t in t o SE E a n d SM E . T h e s o l i d l i n e r e p r e s e n t s t h e l i n e a r r e g r e s s i o n o f t h e m e a n a n d t h e
d o t t e d l in e s m a r k t h e b o u n d a r y o f t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i n t e r v a l f o r t h e r e g r e s s i o n l in e .
T a b l e 1 6 a n d F i g u r e 2 9 s h o w s t h e r e s u h s o f t h e l i n e a r r e g r e s s i o n a n a ly s i s f o r
e x p e r i m e n t 3 o f 3 . A g a i n , t h e b i o d i e s e l c a t e g o r y s h o w s a s h a r p e r i n c r e a s e i n t h e s l o p e s o f
t h e I L - 8 a n d I L - 6 r e g r e s s i o n l i n e s c o m p a r e d t o t h o s e o f t h e S R M 19 7 5 a n d d i e s e l g r o u p s .
H o w e v e r , i n t h i s e x p e r i m e n t t h e fi t o f t h e l i n e a r r e g r e s s i o n i s n o t a s g o o d f o r t h e b i o d i e s e l
c a t e g o r y . T h e r e g r e s s i o n a n a l y s i s f o r S E E a n d SM E (T a b l e 1 7 a n d F i g u r e 3 0 ) s u g g e s t s
t h a t S E E i s m o r e p o t e n t t h a n SM E .
T a b l e 1 6 : E x p e r i m e n t 3 o f 3 : S l o p e f r o m t h e r e g r e s s i o n a n a l y s i s f o r c o n t r o l , d i e s e l , a n d
b i o d i e s e l c a t e g o r y . T h e b i o d i e s e l c a t e g o r y c o m b in e s t h e s o y e t h y l e st e r ( S E E ) a n d t h e s o y
m e t h y l e st e r (SM E ) r e s u l t s .
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" d ie s e l (UC D - 5 )
▼ b io d le s e l (S E E & S M E )
F i g u r e 2 9 : E x p e r i m e n t 3 o f 3 : D o s e - d e p e n d e n t e f f e c t o f d i e s e l a n d b i o d i e s e l e x t r a c t s o n
(A ) I L - 8 a n d (B ) I L - 6 r e l e a s e f r o m B E A S - 2 B . S o y e t hy l e s t e r (S E E ) a n d s o y m e t hy l e s t e r
(SM E ) a r e g r o u p e d a s b i o d i e s e l . E a c h r e p l i c a t e i s p l o t t e d f o r e a c h e x p o s u r e d o s e . T h e
s o l i d l i n e r e p r e s e n t s t h e l i n e a r r e g r e s s i o n o f t he m e a n a n d t h e d o t t e d l i n e s m a r k t h e
b o u n d a r y o f t h e 9 5% c o n fi d e n c e in t e r v a l f o r t h e r e g r e s s i o n l i n e .
6 5
T a b l e 1 7 : E x p e r i m e n t 3 o f 3 : S l o p e f r o m t h e r e g r e s s i o n a n a ly s i s , a ft e r u n g r o u p i n g t h e
b i o d i e s e l c a t e g o r y , d e s c r i b e s t h e p o t e n c y o f s o y e t h y l e s t e r (S E E ) v s s o y m e t h y l e s t e r (SM E ) .
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F i g u r e 3 0 : E x p e r i m e n t 3 o f 3 : D o s e - d e p e n d e n t e f f e c t o f d i e s e l a n d b i o d i e s e l e x t r a c t s o n
(A ) l L - 8 a n d (B ) I L - 6 r e l e a s e f r o m B E A S - 2 B . I n t h e s e g r a p h s t h e b i o d i e s e l c a t e g o r y i s
s p l i t i n t o S E E a n d SM E . T h e s o l i d l i n e r e p r e s e n t s t h e l i n e a r r e g r e s s i o n o f t h e m e a n a n d t h e
d o t t e d l i n e s m a r k t h e b o u n d a r y o f t h e 9 5% c o n f i d e n c e i n t e r v a l f o r t h e r e g r e s s io n l i n e .
6 6
T a b l e 1 8 s h o w s t h a t t h e a v e r a g e s l o p e f o r t h e I L
- 8 r e s p o n s e f o r b i o d i e s e l (S E E &
SM E ) w a s m o r e t h a n 7 t im e s g r e a t e r t h a n t h e a v e r a g e s l o p e f o r S R M 19 75 a n d
a p p r o x i m a t e l y 2 . 5 t im e s g r e a t e r t h a n P e t r o l e u m D i e s e l (U C D - 5 ) . W h e n t h e I L - 8 r e s p o n s e
i s e v a l u a t e d b y b i o d ie s e l t y p e , o n a v e r a g e , t h e SM E e x t r a c t ( s l o p e = 6 . 9 7 ) i s m o r e p o t e n t t h a n
S E E e x t r a c t ( s l o p e = 4 . 9 6 ) .
T a b l e 1 8 : Su m m a r y t a b l e o f s l o p e s f o r t h e I L - 8 r e s p o n s e a c r o s s e x p e r im e n t s b y t e s t m a t e r i a l .
T h e u n i t o f c h a n g e i s p g o f p r o t e i n / )j g PM e q .
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A v e r a g e S l o p e
f o r I L - 8
- 0 . 7 0 1
- 0 6 7 5
2 . 0 3
4 9 7
4 . 9 6
6 9 7
T h o u g h t h e r a t e o f c h a n g e w a s l e s s f o r t h e I L
- 6 r e s p o n s e (T a b l e 1 9 ) c o m p a r e d t o t h e
I L - 8 r e sp o n s e , b i o d i e s e l a s a g r o u p h a d a n a v e r a g e s l o p e f o r t h e I L - 6 r e s p o n s e m o r e t h a n 5
t i m e s g r e a t e r t h a n t he P e t r o l e u m D i e s e l (U C D - 5 ) e x t r a c t . T h e s l o p e f o r S R M 19 7 5 w a s
c o m p a r a b l e t o t h e s o l v e n t b l a n k . W h e n t h e I L - 6 r e s p o n s e i s e v a l u a t e d by b i o d i e s e l t y p e ,
o n a v e r a g e , t h e S M E e x t r a c t ( s l o p e = 2 . 7 7 ) i s m o r e p o t e n t t h a n S E E e x t r a c t (s l o p e = 2 . 2 0 ) ,
w h i c h i s a c o n s i s t e n t fi n d i n g f o r t h e I L - 8 r e s p o n s e . H o w e v e r , w h e n e v a l u a t in g t h e I L - 8
a n d I L - 6 r e s p o n s e s b y e x p e r im e n t (T a b l e 1 8 a n d T a b l e 1 9 ) it i s o n l y i n e x p e r i m e n t 2 t h a t
t h e SM E e x t r a c t s h o w s a g r e a t e r p o t e n c y c o m p a r e d t o t h e SE E e x t r a c t s . I n e x p e r im e n t s I
a n d 2 t h e SE E e x t r a c t s w e r e m o r e p o t e n t t h a n t h e SM E e x t r a c t s , a fi n d i n g c o n s i s t e n t f o r
b o t h I L - 8 a n d I L - 6 r e s p o n s e s . A t t h i s t im e , t h e d a t a a r e t o o p r e l i m i n a r y t o m a k e a n y
c o n c l u s io n t h a t o n e t y p e o f b i o d ie s e l i s m o r e p o t e n t t h a n a n o t h e r .
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m a t e r i a l . T h e u n i t o f c h a n g e i s p g o f p r o t e in / |x g PM e q . ,
T e s t M a t e r i a l
S o l v e n t B l a n k
SR M 197 5
P e t r o l e u m D i e s e l
(U C D - 5 )
B i o d i e s e l
(S E E & S M E )
SE E
SM E
E x p l
0 . 0 4 3
0 . 0 0 03
0 . 3 5 1
0 . 4 0 1
0 . 2 1 1
E x p 2
0 . 0 2 8
0 . 0 5 3
1 . 3 5
6 . 6 5
6 . 0 1
8 . 1 3
E x p 3
0 . 0 1 7
0 . 0 2 5
0 . 0 4 9
0 . 12 8
0 . 2 0 3
- 0 . 0 2 0
A v e r a g e S l o p e
f o r I L - 6
0 . 0 2 9
0 . 0 3 9






T h e K r u s k a l - W a l l i s (o n e - w a y A N O V A ) n o n - p a r a m e t r i c t e s t o f t h e I L - 8 r e s p o n s e s b y
e x p o s u r e c a t e g o r y f o r e a c h e x p e r i m e n t w a s p e r f o r m e d . T h i s t e s t i n d i c a t e d t h a t
e x p e r i m e n t s 1 a n d 3 h a d m e d i a n s t h a t v a r i e d s ig n i f i c a n t ly a t t h e 0 . 0 5 l e v e l . T h u s , f o r t h e s e
t w o e x p e r i m e n t s , a D u n n
'
s m u l t i p l e c o m p a r i s o n t e s t , a l s o c a l l e d a p o s t - t e s t , w a s n e c e s s a r y
t o d e t e r m i n e w h i c h g r o u p s h a d s i g n if i c a n t l y d i f fe r e n t m e d i a n s . T he p o s t - t e st r e v e a le d t h a t
e x p e r i m e n t s 1 a n d 3 h a d s t a t i s t i c a l ly s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s i n I L - 8 m e d i a n s b e t w e e n c o n t r o l
g r o u p a n d b i o d i e s e l a n d i n e x p e r i m e n t 3 t h e r e w a s a s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e in I L -
8 m e d i a n s b e t w e e n t h e d i e s e l g r o u p a n d t h e b i o d i e s e l g r o u p (T a b l e 2 0 ) . I n a l l 3
e x p e r i m e n t s , m e d i a n s f o r t h e I L - 6 r e s p o n s e by e x p o s u r e c a t e g o r y v a r i e d s ig n i fi c a n t ly a t t h e
0 . 0 5 l e v e l . T h e p o s t
- t e s t r e v e a l e d s t a t i s t i c a l l y s i g n if i c a n t d i f f e r e n c e s i n I L - 6 m e d i a n s
b e t w e e n t h e c o n t r o l g r o u p a n d t h e d i e s e l g r o u p a n d t h e c o n t r o l g r o u p a n d t h e b i o d i e s e l
g r o u p (T a b l e 2 1 ) .
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T a b l e 2 0 : S u m m a r y a c r o s s e x p e r i m e n t s o f t h e D u n n
'
s M u l t ip l e C o m p a r i s o n T e s t f o r t h e I L - 8
r e s p o n s e . T h e m u l t i p l e c o m p a r i s o n t e s t i s p e r f o r m e d i f t h e K r u s k a l - W a l l i s ( o n e
- w a y
A N O V A ) n o n - p a r a m e t r i c t e st i s s t a t i s t i c a l ly s i g n i f i c a n t . W h e r e p i s < 0 . 0 5 t h e r e i s a
s t a t i s i t c a l l y s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s i n t h e m e d i a n s b e t w e e n c o m p a r i s o n g r o u p s (h i g h l i g h t e d
in b l u e ) .
D u n n
'
s M u l t i p l e C o m p a r i s o n T e s t
I L - 8
c o n t r o l v s d i e s e l
c o n t r o l v s b i o d i e s e l
d i e s e l v s b io d i e s e l
E x p l
n . s
P < 0 . 0 5
n . s .
E x p 2
N o p o s t
t e s t s
*
N o p o s t
t e s t s
*
N o p o s t
te s t s *
E x p 3
n s .
P < 0 . 0 1
P < 0 . 0 5
* M e d i a n s d i d n o t v a r y s i g n i f i c a n t l y a t p < . 0 5 , t h e r e f o r e n o p o s t t e s t w a s p e r f o r m e d .
T a b l e 2 1 : S u m m a r y a c r o s s e x p e r i m e n t s o f t h e D u n n
'
s M u l t i p l e C o m p a r i s o n T e s t f o r t he I L -
6 r e s p o n s e . T h e m u l t ip l e c o m p a r i s o n t e s t i s p e r f o r m e d i f t h e K r u s k a l - Wa l l i s (o n e - w a y
A N O V A ) n o n p a r a m e t r i c t e s t i s s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t . W h e r e p i s < 0 . 0 5 t h e r e i s a
s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n t h e m e d i a n s b e t w e e n c o m p a r i s o n g r o u p s (h i g h l i g h t e d
in b l u e ) . ^
D u n n ' s M u l t ip l e C o m p a r i s o n T e s t
I L - 6
c o n t r o l v s d i e s e l
c o n t r o l v s b i o d i e s e l
d i e s e l v s b io d i e s e l
E x p l
P < 0 . 0 1
P < 0 . 0 0 1
n . s
E x p 2
P < 0 . 0 5
P < 0 . 0 1
n . s
E x p 3
P < 0 . 0 1
P < 0 . 0 0 1
n . s .
A v a l u a b l e n e w f i n d in g f r o m t h e s e e x p e r im e n t s i s t h a t b i o d ie s e l S O F b e g i n s t o e l i c i t
a c y t o k in e r e s p o n s e i n B E A S - 2 B c e l l s a t a d o s e o f a p p r o x i m a t e l y 4 0 ^ g P M e q /m l i n K G M
+ 0 . 2 % D M SO ; h o w e v e r , t h i s d o s e m a y b e h i g h e r o r l o w e r d e p e n d i n g o n t h e t y p e o f
b i o d i e s e l t e s t e d . I t i s u n k n o w n a t t h i s t i m e w h a t t h e a c t u a l o r g a n i c c o n t e n t o f t h e a q u e o u s
e x t r a c t p r e p a r a t i o n s a r e b e c a u s e t h e a m o u n t o f SO F e x t r a c t e d f r o m t h e fi l t e r s w a s n o t
d e t e r m i n e d a t t h e t i m e o f e x t r a c t i o n . T h e 4 0 )a g PM e q / m l in K G M + 0 . 2 % D M SO e x t r a c t
p r e p a r a t i o n s f o r P e t r o l e u m D i e s e l (U C D - 5 ) a n d SRM 19 7 5 d i d n o t e l ic i t a n I L - 8 o r I L - 6
r e s p o n s e o f s i g n i fi c a n t m a g n i t u d e .
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3 . 3 E x p e r i m e n t a l c o n t r o l s s h o w n o s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t i n c r e a s e i n I L - 8 o r I L - 6
r e s p o n s e
T h e M a n n - W h it n e y t e s t s h o w e d n o s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s a t t h e 0 0 5
l e v e l i n t h e I L - 8 o r I L - 6 m e d i a n s b e t w e e n t h e s o l v e n t b l a n k a n d t h e t u n n e l b l a n k . T h e
t u n n e l b l a n k w a s c o l l e c t e d d u r i n g e n g i n e d o w n t i m e s o m a t e r i a l c o l le c t e d o n t h e fi lt e r
r e fl e c t s o n ly c o n t a m i n a n t s i n t h e a m b i e n t a i r . T h e o r e t i c a l l y , t h e fi lt e r s h o u l d b e r e l a t i v e l y
c le a n a n d c o n t a i n l it t l e e x t r a c t a b l e o r g a n i c m a t e r i a l . T h e s o l v e n t b l a n k (U C D - 8 )
c o n s i s t e n t l y s h o w e d I L - 8 a n d I L - 6 a c t iv it y a t o r b e lo w t h e K G M + 0 . 2 % D M SO v e h i c l e
b l a n k (A p p e n d i x J ) . T h e t u n n e l b l a n k (U C D - 6 ) s h o w e d I L - 8 a n d I L - 6 a c t i v i t y a t o n e d o s e
l e v e l ( 1 0 Mg PM e q / m l ) i n e x p e r i m e n t 1 , w h i c h e x p la i n s t h e l a r g e s t a n d a r d de v i a t i o n . A t a
h i g h e r do s e (2 5 jxg P M e q /m l ) c y t o t o x i c it y w a s o b s e r v e d b u t a t t h e 5 0 |j g P M e q /m l d o s e n o
c y t o t o x i c i t y w a s o b s e r v e d a n d c y t o k i n e a c t i v i t y w a s c o m p a r a b l e t o t h e s o lv e n t b l a n k . T h i s
o b s e r v e d a c t i v i t y f o r t h e t u n n e l b l a n k (U C D - 6 ) c a n n o t b e e x p la i n e d A s e c o n d t u n n e l
b l a n k (U C D - 1 9 ) w a s e v a l u a t e d (E x p e r i m e n t 4 ) a t t h e s a m e d o s e s t e st e d f o r U C D - 6 a n d t h e
I L - 8 a n d I L - 6 a c t i v i t y w a s a t o r b e l o w b o t h t h e K G M + 0 . 2 % D M S O v e h i c l e c o n t r o l a n d t h e
s o lv e n t b l a n k (U C D - 8 )
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3 . 4 B i o l o g i c a l l y a c t i v e o r g a n i c s i n h i g h e r d i l u t i o n s o f SR M 19 75
P r e p a r in g t h e s t o c k SR M 197 5 a q u e o u s s o l u t i o n s u s i n g t h e s o lv e n t e x c h a n g e m e t h o d
p r e v i o u s ly d e s c r i b e d a n d t h e n s e r i a l ly d i l u t i n g , c o n s i s t e n t l y in c r e a s e d l L
- 8 a n d I L - 6 p r o t e in
c o n c e n t r a t i o n i n a d o s e - d e p e n d e n t m a n n e r in B E A S - 2B c e l l s . E x p o s u r e t o 5 0 [i g
o r g a n i c s / m l SRM 197 5 i n c r e a s e d I L - 8 a n d I L - 6 e x t r a c e l l u l a r p r o t e i n c o n c e n t r a t io n s 4 a n d 6
t im e s o v e r c o n t r o l , r e s p e c t i v e l y (F i g u r e 3 1 ) . T h e 10 0 \x g o r g a n i c s /m l d o s e o f S R M 197 5
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1 2 5 - 1
- S R M 1 9 7 5 Ja n 2 0 0 6
( n = 2 )
- S R M 1 9 7 5 F e b 2 0 0 6
( n = 3 )
I i i i i m I I m m I I m m i m n n - ^ -
1 0 2 0 3 0 4 0
n g / m l i n K G IVI + 0 . 2 % D IVIS O
5 0
F i g u r e 3 1 : B E A S - 2B e x p o s e d t o S R M 19 75 f o r 2 4 h . (A ) E x t r a c e l l u la r I L - 8
c o n c e n t r a t i o n , (B ) E x t r a c e l l u l a r I L - 6 c o n c e n t r a t i o n . M e a n a n d s t a n d a r d d e v i a t io n o f t h e
m e a n (SD ) p l o t t e d .
7 1
3 . 5 O r g a n i c C h r o m o p h o r e s a r e d e t e c t e d i n a q u e o u s p r e p a r a t i o n s o f b i o d i e s e l P M
e x t r a c t s
U V / V IS s p e c t r o s c o p y (2 0 0 - 8 0 0 n m ) i s a s i m p l e q u a l it a t i v e t e c h n i q u e t o v e r if y t h a t
o r g a n i c c h r o m o p h o r e s ( e . g . a r o m a t i c s a n d c o n j u g a t e d a l i p h a t i c s ) a r e i n t h e a q u e o u s
p r e p a r a t i o n o f t h e SO F o f t h e d ie s e l a n d b i o d i e s e l t o w h i c h t h e c e l l s a r e e x p o s e d . T h i s i s
a c c o m p l i s h e d b y d e t e c t i n g c h r o m o p h o r e s A c h r o m o p h o r e i s a c h e m i c a l m o i e t y , o r
s t r u c t u r e w i t h i n a m o l e c u l e , t h a t c a n a b s o r b e n e r g y f r o m t h e u l t r a v io le t a n d o r v i s i b l e
r e g i o n s o f t h e e l e c t r o m a g n e t i c s p e c t r u m . F o r e a c h s a m p l e t e st e d t h e D C M o r g a n i c e x t r a c t s
a r e l i k e l y a m i x t u r e o f c o m p o u n d s (i . e . a r o m a t i c a n d a l ip h a t i c ) . A b s o r b a n c e p e a k s w i l l
o v e r l a p i n a s o l u t i o n t h a t c o n t a in s s e v e r a l o r g a n ic c o m p o u n d s . T h e U V A ' I S s p e c t r u m
b e l o w a p p r o x im a t e l y 2 5 0 n m i s n o t r e l e v a n t b e c a u s e t h e a b s o r b a n c e o f D M S O i n t h e K G M
d o m i n a t e s . - ■ ; -
-
F i g u r e 3 2 s h o w s t h r e e U V A ' I S s p e c t r a f r o m o n e e x p e r im e n t o f t h e 4 0 |j g PM e q /m l
d o s e f o r S E E , S M E , a n d p e t r o l e u m d i e s e l . T h e S E E s h o w n h e r e i s o n e o f t h r e e s a m p l e s
t e st e d ; t h e U V /V I S p r o fi l e s w e r e s i m i l a r f o r e a c h a c r o s s e x p e r i m e n t s . T h e p r o fi l e s a r e
d i f fe r e n t b e t w e e n S E E a n d SM E .
,





2 0 0 2 6 0 3 2 0 3 8 0
n m













2 00 2 6 0 3 2 0 3 8 0
n m
4 0 ng /m l D i e s e l i n K GM + 0 2 % D M SO
1 . 0
2 0 0 2 6 0 3 2 0 3 8 0
n m
F i g u r e 3 2 : R e p r e s e n t a t i v e U V /V I S s c a n s f r o m o n e e x p e r im e n t f o r t h e 4 0 \i % P M e q /m l
d o s e o f (A ) s o y e t h y l e s t e r (S E E ) , (B ) s o y m e t hy l e s t e r (SM E ), a n d (C ) p e t r o l e u m d i e s e l .
B o x e d i n b l u e i s t h e s p e c t r u m f o r t h e 2 6 0 - 3 4 0 n m r e g i o n .
7 2
T h e SM E p r o fi l e i s m o r e s i m i l a r t o t h e d i e s e l p r o fi l e , a fi n d i n g c o n s i s t e n t b e t w e e n
e x p e r i m e n t s . D i f f e r i n g p r o fi l e s w o u l d s u g g e s t t h e p r e s e n c e o f d i f f e r e n t c h r o m o p h o r e s .
P e t r o l e u m d i e s e l f u e l c o n t a i n s s i g n i fi c a n t a m o u n t s o f a r o m a t i c c o m p o u n d s s u c h a s b e n z e n e
a n d t o l u e n e . B i o d i e s e l f u e l d o e s n o t c o n t a i n s i g n i fi c a n t l e v e l s o f a r o m a t i c s a n d t h i s f a c t i s
o ft e n c it e d a s a n a d v a n t a g e (i . e . a s a
"
c l e a n e r
" b u r n i n g f u e l) . [7 , 7 7 ] I t i s r e a s o n a b l e t h a t t h e
p e t r o l e u m d i e s e l e x t r a c t s w o u l d c o n t a i n d i f f e r e n t c h r o m o p h o r e s c o m p a r e d t o t h e b i o d i e s e l
e x t r a c t s b u t w i t h o u t f u r t h e r a n a l y s i s i t i s d i f fi c u l t t o e x p l a i n w h y t h e r e w o u l d b e d i f e r e n t
c h r o m o p h o r e s p r e s e n t in t h e S E E v e r s u s t h e SM E T h e s o lv e n t b l a n k a n d t h e 5 0 |j g PM
e q /m l d o s e o f S RM 19 7 5 a r e p r e s e n t i n F i g u r e 3 3 . T h e s o l v e n t b l a n k s ho w s n o d e t e c t a b l e
a b s o r p t i o n p e a k s i n t h e h i g h l i g h t e d r e g i o n . A b s o r b a n c e i n t h e d i e s e l p r o fi l e a n d t h e SRM
19 75 p r o fi l e w o u l d s u g g e s t o r g a n i c s a r e p r e s e n t i n s o l u t i o n . D i f e r e n t c o m p o n e n t s m a y b e
p r e s e n t i n e a c h s a m p l e b u t w it h o u t w e l l r e s o lv e d a b s o r b a n c e p e a k s it i s d i f fi c u l t t o t e l l i f t h e
a b s o r b a n c e p r o fi l e s d i f f e r . I n f a c t , t h e t h e o r e t i c a l c o n c e n t r a t i o n o f o r g a n i c s f o r t h e 5 0 |a g
P M e q /m l d o s e o f S R M 19 7 5 i s 1 3 5 Mg / m l (A p p e n d i x F ) . ,
7 3
4 0 î g / m l So l v e n t B l a n k
i n K G M + 0 . 2 % D M S O
5 0 n g/ m l SR M 1 9 7 5
in K G M + 0 . 2 % D M SO
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2 00 2 6 0 3 2 0
n m
F i g u r e 3 3 : R e p r e s e n t a t i v e U V A ' I S s c a n s f r o m o n e e x p e r im e n t f o r t h e 4 0 fx g PM e q /m l
d o s e o f (A ) S o l v e n t B la n k a n d (B ) 5 0 ^ g PM e q /m l SR M 119 7 5 . B o x e d in b l u e is t h e
s p e c t r u m f o r t h e 2 6 0 - 3 4 0 n m r e g i o n . ^ ; . ;
W h e n t h e i n t e n s i t y o f t h e p e a k s i s n o t p r o p o r t i o n a l t o t h e r e s p o n s e , t h i s w o u ld
s u g g e s t t h a t n o n - a r o m a t i c / n o n - U V a b s o r b i n g c o m p o u n d s a r e i n s o lu t i o n a n d r e s p o n s ib l e f o r
t h e c h e m o k i n e / c y t o k i n e r e s p o n s e . U V / V I S w i l l n o t d e t e c t i n o r g a n i c s s u c h a s m e t a l s a n d
m e t a l s a lt s n o r w i l l it d e t e c t s t r a i g h t c h a i n a l i p h a t i c s (e . g . a l d e h y d e s ) a l l o f w h i c h c o u l d b e
p r e s e n t in t h e a q u e o u s p r e p a r a t i o n o f t h e b i o d i e s e l e x t r a c t s a n d a c t u a l ly r e s p o n s ib l e f o r t h e
p r o
- i n f l a m m a t o r y r e s p o n s e . I n d e e d , n e a t b i o d i e s e l h a s b e e n d e m o n s t r a t e d t o g e n e r a l ly
h a v e h i g h e r e m i s s i o n s f o r z i n c (Z n ) , i r o n (F e ) , c h l o r in e (C I) , p h o s p h o r o u s (P ) , a n d l e a d (P b )
t h a n C a l i f o r n i a r e f o r m u l a t e d i e s e l (R F D ) a n d F i s c h e r - T r o p s c h d i e s e l a c r o s s f o u r d if f e r e n t
l i g h t d u t y t r u c k s t h o u g h it s h o u l d b e n o t e d t h a t t h e i n o r g a n i c s p e c i e s r e p r e s e n t e d a s m a l l
p o r t i o n o f t h e c o m p o s i t e t o t a l (0 . 7 - 1 . 6 % o f t h e t o t a l p a r t i c u l a t e ) . [3 2 ] I t i s r e a s o n a b l y
a n t i c ip a t e d t h a t t h e b i o d i e s e l a l d e h y d e e m i s s i o n s f r o m e s t e r s m a d e w i t h m e t h a n o l o r e t h a n o l
w i l l c o n t a i n f o r m a l d e h y d e a n d a c e t a l d e h y d e . [ 5 ] :
T h e e f fe c t i v e n e s s o f t h e s o lv e n t e x c h a n g e m e t h o d f o r t h e b i o d i e s e l PM e x t r a c t s c a n
be e v a l u a t e d by e x a m i n i n g t h e U V / V I S s c a n s a n d t h e c y t o k in e r e s p o n s e s b e t w e e n
74
e x p e r im e n t s . Wh i l e t h e I L - 8 a n d I L - 6 r e s p o n s e s a t t h e h ig h e r d o s e s o f S R M 19 7 5 (36 8 . 9 5 -
1 8 4 4 . 7 5 ]x g P M e q / m l ) a r e c o n s i s t e n t b e t w e e n e x p e r i m e n t s (A p p e n d i x I ) , a t t h e l o w e r
d i l u t i o n s o f S R M 19 7 5 a n d a l l d o s e s o f t h e U C D s a m p l e s t h e c y t o k i n e r e s p o n s e s w e r e n o t
c o n s i s t e n t , w h i c h m a y s u g g e s t t h e s o lv e n t e x c h a n g e m e t h o d i s l e s s e f fi c i e n t a t d i s s o l v i n g
v e r y s m a l l q u a n t i t i e s o f o r g a n i c s o r t h e c o m p o n e n t s r e sp o n s i b l e f o r t h e c h e m o k i n e / c y t o k i n e
r e s p o n s e .
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C h a p t e r 4 . D I S C U SS I O N
W h i l e i t i s w i d e l y a c c e p t e d t h a t d i e s e l e m i s s i o n s a r e h a m i f u l , i t i s n o t f u l ly
u n d e r s t o o d w h i c h c o m p o n e n t s a r e r e s p o n s i b l e f o r w h i c h h e a l t h o u t c o m e . T h e s o l u b le
o r g a n i c f r a c t i o n o f d i e s e l h a s b e e n s h o w n t o e l i c i t a p r o - i n f l a m m a t o r y r e s p o n s e i n h u m a n
a i r w a y e p i t h e l i a l c e l l s . [ 7 8 ] B i o d i e s e l , a d i e s e l s u b s t it u t e t o u t e d a s
"
e n v i r o n m e n t a l ly
f r i e n d l y
"
a n d l e s s p o l l u t i n g , i s m a k i n g i n r o a d s a s a n a lt e r n a t i v e f u e l in t h i s c o u n t r y . B u t
t h e c o m b u s t i o n o f 1 0 0 % b io d i e s e l i n c u r r e n t p r o d u c t i o n d i e s e l e n g in e s h a s b e e n
d e m o n s t r a t e d t o e m i t a g r e a t e r p e r c e n t a g e o f s o l u b l e o r g a n i c s , s h i ft i n g t h e c o m p o s i t i o n o f
t h e PM m a s s a w a y f r o m m o s t l y e l e m e n t a l c a r b o n . A d d it i o n a l l y , f o r s o m e e n g i n e t y p e s , t h e
u s e o f 10 0% b i o d i e s e l a l s o i n c r e a s e s t h e m a s s f r a c t i o n o f P M t h a t i s l e s s t h a n 1 . 0 i^ m i n
d i am e t e r c o m p a r e d t o d i e s e l f u e l . I c o n d u c t e d t h i s i n v e s t i g a t i o n t o d e t e r m i n e w h e t h e r t h e
SO F o f b i o d i e s e l PM c o u ld e l i c i t a p r o - i n f la m m a t o r y r e s p o n s e i n e p i t h e l i a l c e l l l i n e ,
r e p r e s e n t a t i v e o f t h e l i n i n g o f t h e r e s p i r a t o r y t r a c t .
T h e r e s u l t s o f t h i s r e s e a r c h w e r e : 1) O r g a n i c c h r o m o p h o r e s a r e d e t e c t e d i n a q u e o u s
p r e p a r a t i o n s o f b i o d i e s e l P M e x t r a c t s b u t t h e s o lv e n t e x c h a n g e s t e p (i . e . D C M t o D M SO ),
w h i c h h a s b e e n u s e d e x t e n s iv e l y i n d i e s e l r e s e a r c h , m a y b e i n c o m p a t i b l e w i t h t h e b i o d i e s e l
S O F ; 2 ) E x p o s u r e t o t h e s e le c t e d d o s e s o f b i o d ie s e l S O F i s n o t c y t o t o x i c ; 3 ) S o m e
c o m p o n e n t i n t h e a q u e o u s p r e p a r a t i o n s w a s e i t h e r d i r e c t ly o r i n d i r e c t l y (e . g . P h a s e 11
a c t i v a t io n ) r e s p o n s i b l e f o r t he a c t i v a t i o n o f p r o - in f la m m a t o r y c y t o k i n e s . C o m p o u n d s
p r e s e n t i n s o l u t i o n t h a t a r e r e s p o n s i b l e f o r t h e c h e m o k i n e / c y t o k i n e r e s p o n s e m a y b e n o n -
a r o m a t i c / n o n - U V a b s o r b in g , a n d t h e r e f o r e , n o t d e t e c t e d b y U V A ^I S s p e c t r o s c o p y ; 4 )
E x p o s u r e t o b i o d i e s e l S O F a p p e a r s t o b e a m o r e p o t e n t i n f l a m m a t o r y s t i m u l a n t i n B E A S - 2 B
c o m p a r e d t o t h e SO F f r o m 2 d i e s e l PM s a mp l e s . T h e d a t a i s t o o p r e l i m i n a r y t o m a k e a n y
c o n c l u s i o n t h a t o n e t y p e o f b i o d i e s e l i s m o r e p o t e n t t h a n a n o t h e r ; 5 ) B i o d i e s e l S O F w i l l
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b e g i n t o e l i c i t a c y t o k i n e r e s p o n s e i n B E A S
- 2 B c e l l s a t a d o s e o f a p p r o x i m a t e l y 4 0 |j g P M
e q / m l i n K G M + 0 . 2 % D M SO ; a n d 6 ) E x p e r im e n t a l c o n t r o l s s h o w n o s t a t i st i c a l ly
s i g n i fi c a n t i n c r e a s e i n I L - 8 o r I L - 6 r e s p o n s e .
C o m p a r in g t h e c y t o k i n e r e s p o n s e o n
"
|j g PM e q / m l
"
d o e s n o t p r o v i d e a c le a r i d e a
o f t h e a c t u a l r e l a t i v e p o t e n c i e s o f t h e o r g a n i c s e x t r a c t e d f r o m b i o d i e s e l PM c o m p a r e d t o t h e
d i e s e l P M n o r do e s it e x p r e s s t h e p o t e n c y i n t e r m s o f e n g i n e w o r k (e . g . b r a k e - h o r s e p o w e r
h o u r ) . R e f e r t o A p p e n d i x K f o r a d e t a i l e d i l l u s t r a t i o n a b o u t c o m p a r i n g r e s u lt s b a s e d o n
PM e q . I d e a l l y , w e w o u l d c o m p a r e h e a l t h e f f e c t s r e sp o n s e b e t w e e n e x t r a c t s u s i n g a m o r e
m e a n i n g f u l u n i t . T h i s w o u l d n e c e s s i t a t e r e p o r t i n g t h e P M e m i s s i o n s e i t h e r a s g /m i l e o r
g / b h p - h a n d t h e s l o p e o f t h e d o s e - r e s p o n s e f o r t h e h e a l t h e n d p o i n t . D r . K a d o c a l c u l a t e d t h e
m u t a g e n e m i s s i o n r a t e (R e v / b h p - h ) in h i s s t u d i e s w it h b i o d i e s e l S O F u s i n g t h i s i n f o r m a t i o n .
I t w o u l d b e p o s s i b l e t o t i e t he i n f la m m a t o r y r e s p o n s e t o t h e p a r t ic u l a t e m a t t e r e m it t e d p e r
m i l e o r b y b r a k e - h o r s e p o w e r h o u r a n d r e p o r t t h e p o t e n t i a l r e a l - w o r l d e x p o s u r e t o
in f l am m a t o r y c o m p o u n d s a s




C h a p t e r 5 . C O N C L U S I O N S
C o n s i s t e n t w i t h o t h e r s t u d i e s [ 5 , 8 ] , D u r b i n e t a l . d e m o n s t r a t e d t h a t b i o d i e s e l PM
c o n t a i n s a h i g h e r p e r c e n t a g e o f SO F c o m p a r e d t o t h e R F D P M . [3 2 ] C o u p l e t h i s fi n d i n g t o
t h e i r o b s e r v a t i o n t h a t b i o d i e s e l e m i s s i o n s a r e i n t h e u l t r a fi n e PM r e g io n a n d t h e r e i s a
m o t i v e f o r m o r e h e a l t h e f f e c t s r e s e a r c h . T h e f e w c y t o t o x i c it y s t u d i e s o n b i o d i e s e l S O F
h a v e b e e n e q u i v o c a l b u t m u t a g e n i c i t y s t u d i e s d o d e m o n s t r a t e l e s s m u t a g e n i c p o t e n c y f o r
b i o d i e s e l c o m p a r e d t o d i e s e l . B i o d i e s e l i s t h e fi r s t r e n e w a b l e d i e s e l f u e l t o s h o w s i g n s o f
b e c o m i n g a c o m m e r c i a l l y a c c e p t e d p a r t o f o u r n a t i o n
'
s e n e r g y i n f r a s t r u c t u r e . H o w e v e r ,
t h e r e i s n o p u b l i s h e d t o x i c o l o g i c a l e v i d e n c e t h a t s h o w s b i o d i e s e l c o m b u s t i o n p r o du c t s
r e d u c e o r e l i m i n a t e t h e i n f l a m m a t o r y p o t e n t i a l o f v e h i c le e m i s s i o n s . T h i s p i l o t s t u d y r a i s e s
t h e i s s u e o f b i o d ie s e l P M p o t e n t i a l ly b e i n g a m o r e p o t e n t i n fl a m m a t o r y s t im u la n t t h a n d i e s e l
PM . C u r r e n t ly t h e r e i s n o a b u n d a n t s u p p l y o f b io d i e s e l P M t h a t e x i s t s w h i c h c a n b e
r e a d i l y a c c e s s e d b y h e a l t h e f fe c t s r e s e a r c h e r s f o r f u r t h e r in v e s t i g a t i o n . A b i o d i e s e l P M
r e f e r e n c e s t a n d a r d m a t e r i a l s im i l a r t o t h e d i e s e l P M s t a n d a r d s p r o v i d e d b y N I S T i s n e e d e d
f o r f u r t h e r h e a l t h e f fe c t r e s e a r c h .
B y e x a m i n in g t h e b i o l o g i c a l r e sp o n s e s o f t h e d i f fe r e n t f r a c t i o n s o f b o t h di e s e l P M
e x t r a c t s a n d b i o d i e s e l P M e x t r a c t s
,
i t m a y b e p o s s i b l e t o i d e n t i f y t h e e m i s s i o n s o u r c e
c o m p o n e n t s r e sp o n s i b l e f o r b i o l o g i c a l e f f e c t s , i n m u c h t h e s a m e w a y b i o a s s a y - d i r e c t e d
c h e m i c a l a n a l y s i s h a s b e e n u s e d i n o t h e r e n v i r o n m e n t a l r e s e a r c h . [ 3 6 , 4 6 , 7 9 - 8 1] T h i s
i n f o r m a t i o n w o u l d b e v a l u a b l e t o v e h i c l e m a n u f a c t u r e r s s o t h a t t h e y c a n m a k e
i m p r o v e m e n t s t o t h e i r e x h a u st g a s p o s t - t r e a t m e n t t e c h n o l o g i e s . [ 7 8 ] A d d it i o n a l l y ,
u n de r st a n d i n g w h e t h e r b i o d i e s e l e m i s s i o n s c o u l d p o t e n t i a l l y c o n t r i b u t e a n d e x a c e r b a t e a
c o m p o n e n t o f a i r p o l l u t i o n t h a t m a y i n d u c e a s t h m a w o u ld b e i m p o r t a n t t o t h e fl e dg l in g
b i o d i e s e l i n d u s t r y a n d t he h o p e f u l t r a n s p o r t a t i o n i n d u s t r y .
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C h a p t e r 6 . R E F E R E N C E S
1 . U . S . E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y , N a t i o n a l A i r P o l l u t a n t E m is s i o n Tr e n ds ,
1 9 00 - 1 9 9 8 . (2 0 0 0 ) , P r e p a r e d b y t h e U . S . E PA O f f i c e o f T r a n s p o r t a t i o n a n d A ir
Qu a l i t y P l a n n i n g a n d S t a n d a r d s , R e s e a r c h T r i a n g l e P a r k , N C .
2 . B i i n g e r , J . , e t a l . , Cy t o t o x i c a n d m u t a g e n i c ef e c t s , p a r t i c l e s iz e a n d c o n c e n t r a t i o n
a n a ly s i s of d i e s e l e n g i n e e m i s s i o n s u s i n g b i o d i e s e l a n d p e t r o l d i e s e l a s f u e l . A r c h
T o x i c o l , 2 0 0 0 , 7 4 (8 ) : p . 4 9 0 - 4 9 8 .
3 . C h e n , Y . C . a n d W u , C . H . , E m i s s i o n s o f s u b m i c r o n p a r t i c l e s f r o m a d i r e c t i nj e c t i o n
d i e s e l e n g i n e by u s i n g b i o d i e s e l J E n v i r o n S c i H e a lt h A T o x H a z a r d S u b s t E n v i r o n
E n g , 2 0 02 , 3 7 (5 ) : p . 8 2 9 - 8 4 3 .




e t a l . . E v a l u a t i o n o f t h e Ef e c t s of B i o d i e s e l F u e l o n E m i s s s i o n s f o r m
H e a v y - D u ty N o n - R o a d Ve h i c l e s , i n C e n t e r f o r E n v i r o n m e n ta l R e s e a r c h a n d
Te c h n o l o g y . 2 0 0 0 , U n iv e r s i t y o f C a l i f o r n i a : R i v e r s id e , C A .
5 . G r a b o s k i
,
M . S .
,
e t a l .
.
T h e Ef e c t of B i o d i e s e l C o mp o s i t i o n o n E n g in e E m i s s i o n s
f r o m a D D C S e r i e s 6 0 D i e s e l E n g i n e . 2 0 0 3 , C o l o r a d o I n s t i t u t e f o r F u e l s a n d E n g i n e
R e s e a r c h , C o l o r a d o S c h o o l o f M i n e s , G o l d e n , C o l o r a d o .




e t a l
.
G a s e o u s C o mp o u n d s , O z o n e P r e c u r s o r s , P a r t i c l e N u m b e r a n d
P a r t i c l e Si z e D i s t r u i b u t i o n s , a n d M u t a g e n i c Ef e c t s D u e t o B i o d i e s e l . T r a n s a c t i o n s
o f t h e A m e r i c a n S o c i e t y o f A g r i c u lt u r a l E n g in e e r s , 2 0 0 1 , 4 4 (2 ) : p . 1 7 9 - 19 1 .
7 . M c C o r m i c k
,
R . L .
,
e t a l .
.
I mp a c t of b io d i e s e l s o u r c e m a t e r i a l a n d c h e m i c a l s t r u c t u r e
o n e m i s s i o n s o f c r i t e r i a p o l l u t a n t s f r o m a h e a v y - d u ty e n g in e . E n v i r o n S c i T e c h n o l ,
2 0 0 1 , 3 5 (9 ) : p . 1 7 42 - 1 7 4 7 .
8 . Sh a r p , C , C h a r a c t e r iz a t i o n of B i o d i e s e l E x h a u s t E m i s s i o n s f o r E PA 2 11(b) . 1 9 9 8 ,
S o u t h w e st R e s e a r c h I n s t it u t e : S a n A n t o n i o , T X .
9 . Sh a r p , C , H o w e l l , S . , a n d J o b e , J . , T h e Ef e c t of B i o d i e s e l F u e ls o n Tr a n s i e n t
E m i s s i o n s f r o m M o d e r n D i e s e l E n g i n e s , P a r t I I U n r e g u l a t e d E m is s i o n s a n d
C h e m i c a l C h a r a c t e r iz a t i o n . T e c h n i c a l P a p e r 2 0 00
- 0 1 - 1 9 6 8 ; S A E : W a r r e n d a l e , P A ,
2 0 00 .
1 0 . M c D o n a l d
,
J . a n d S p e a r s , M .W . , B i o d i e s e l : Ef e c t s o n E x h a u s t C o n s t i t u e n t s , I n P l a n t
o i l s a s f u e l s - P r e s e n t s t a t e o f s c i e n c e a n d f u t u r e d e v e l o p m e n t s . M a r t i n i N . a n d S c h e l l
J . , E d i t o r . 1 9 97 , S p r i n g e r : B e r l i n , p . 14 1 - 1 6 0 .
1 1 . G r a b o s k i
,
M . S . a n d M c C o rm i c k
,
R . L .
, C o m b u s t io n of f a t a n d v e g e t a b l e o i l d e r i v e d
f u e l s in d i e s e l e n g i n e s P r o g r e s s in E n e r g y a n d C o m b u s t i o n S c i e n c e , 1 9 9 8 , 2 4 : p .
12 5 - 1 6 4 .
1 2 . D e l v e s , P . J . a n d R o i t t , I . M . , T h e i m m u n e sy s t e m . F i r s t of t w o p a r t s N e w E n g l a n d
J o u r n a l o f M e d i c in e
,
2 0 0 0
,
3 4 3 ( 1 ) : p . 3 7 - 4 9 .
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13 . C a l d e r o n - G a r c i d u e n a s , L , D e v l i n , R . B . , a n d M i l l e r , F . J . , R e sp i r a t o r y t r a c t p a t h o l o g y
a n d c y t o k i n e i m b a l a n c e i n c l i n i c a l ly h e a l t h y c h i l d r e n c h r o n i c a l ly a n d s e q u e n t i a l ly
e x p o s e d t o a i r p o l l u t a n t s . M e d H y p o t h e s e s , 2 0 0 0 , 5 5 (5 ) : p . 3 7 3 - 3 7 8 .
1 4 . M a u d e r ly , J . L . , To x i c o l o g i c a l a n d ep id e m i o l o g i c a l e v i d e n c e f o r h e a l t h r is k s f r o m
i n h a l e d e n g i n e e m is s i o n s . E n v i r o n H e a lt h P e r s p e c t , 1 9 94 , 1 0 2 S u p p l 4 : p . 1 6 5
- 17 1 .
1 5 . U . S . E n v ir o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y (E PA ) , A C o mp r e h e n s i v e A n a ly s is of
B i o d i e s e l I mp a c t s o n E x h a u s t E m is s i o n s . 2 0 0 2 , P r e p a r e d b y t h e A s s e s s m e n t a n d
St a n d a r d s D i v i s i o n O f f i c e o f T r a n s p o r t a t i o n a n d A i r Qu a l it y U S E n v i r o n m e n t a l
Pr o t e c t i o n A g e n c y .
1 6 . M a d d e n
,
M . C . , e t a l . , R e sp o n s e s of c u l t u r e d h u m a n a i r w a y ep i t h e l i a l c e l l s t r e a t e d
w i t h d i e s e l e x h a u s t e x t r a c t s w i l l v a r y w i t h t h e e n g i n e l o a d J T o x i c o l E n v i r o n H e a lt h
A
,
2 0 0 3
,
6 6 (2 4 ): p . 2 2 8 1 - 2 2 9 7 .
17 . N e l , A . E . , D i a z - Sa n c h e z , D . , a n d L i , N . , T h e r o l e of p a r t i c u l a t e p o l l u t a n t s i n
p u l m o n a r y i n fl a m m a t i o n a n d a s t h m a : e v i d e n c e f o r t h e i n v o l v e m e n t of o r g a n i c
c h e m i c a l s a n d o x i d a t i v e s t r e s s . C u r r O p i n P u l m M e d , 2 0 0 1 , 7 ( 1 ) : p . 2 0 - 2 6 .
1 8 . O h t o s h i , T . , e t a l . , D i e s e l e x h a u s t p a r t i c l e s s t i m u l a t e h u m a n a i r w a y e p i t h e l i a l c e l l s t o
p r o d u c e c y t o k i n e s r e l e v a n t t o a i r w a y i n fl a m m a t i o n i n v i t r o J A l l e r g y C l i n Im m u n o l ,
1 9 9 8
,
10 1 (6 P t l ) : p . 7 7 8 - 7 8 5 .
1 9 . S i e g e l , P . D . , e t a l . . Ef f e c t of d i e s e l e x h a u s t p a r t i c u l a t e (D E P ) o n i m m u n e r e s p o n s e s :
c o n t r i b u t i o n s of p a r t i c u l a t e v e r s u s o r g a n i c s o l u b l e c o mp o n e n t s . J T o x ic o l E n v i r o n
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2 0 0 4 , 6 7 (3 ) : p . 2 2 1 - 2 3 1 .
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1 3 5 , 1 9 9 7 .
34 . F i n c h
,
G . L .
,
e t a l .
.
Ef e c t s of s u b c h r o n i c in h a l a t i o n e x p o s u r e of r a t s t o e m i s s i o n s f r o m
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4 8 . U n i t e d S t a t e s c o d e o f F e d e r a l R e gu l a t i o n T i t l e 4 0 : P r o t e c t i o n o f E n v i r o n m e n t ,
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T r a n s a c t i o n s o f t h e A SA E , 1 9 9 5 , 4 1 (5 ) : p . 1 4 2 3 - 1 4 3 0 .
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J P hy s i o l L u n g C e l l M o l P h y s i o l , 2 0 0 3 , 2 8 4 (6 ) : p . L 1 0 5 5
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R e s p i r C e l l M o l B io l , 19 9 8 , 1 8 (3 ) : p . 4 4 1- 4 4 8 .
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7 0 . F r a m p t o n , M . W. , e t a l . . Ef e c t s of a q u e o u s e x t r a c t s of P M (10) fi l t e r s f r o m t h e U t a h
v a l l e y o n h u m a n a i r w a y e p i t h e l i a l c e l l s . A m J P h y s i o l , 19 9 9 , 2 7 7 (5 P t 1 ) : p . L 9 6 0 -
9 6 7 .
7 1 . J a l a v a , P . , e t a l . E f e c t s o f s a mp l e p r e p a r a t i o n o n c h e m i s t r y , c y t o t o x i c i ty , a n d
i nfl a m m a t o r y r e s p o n s e s in d u c e d by a i r p a r t i c u l a t e m a t t e r . I n h a l T o x i c o l , 2 00 5 ,
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a c t i v a t i o n . J o u r n a l o f I mm u n o l o g i c a l M e t h o d s , 1 9 86 , 9 4 : p . 5 7 - 6 3
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G r o v e
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C A : D u x b u r y . p . 4 2 2 - 4 2 8 .
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p r o i n f l a m m a t o r y r e sp o n s e i n h u m a n a i r w a y ep it h e l i a l c e l l s a n d i n d u c e cy t o c h r o m e
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1 6 1 (3 ) : p . 2 2 6 - 2 3 5 .
8 0 . S c h u e t z l e , D . a n d L e w t a s , J . , B i o a s s a y - d i r e c t e d c h e m i c a l a n a ly s i s i n e n v ir o n m e n t a l
r e s e a r c h . A n a \ C h e m , 1 9 86 , 5 8 ( 11 ) : p . 1 0 60 A - 1 0 7 5A .
8 1 . S e a g r a v e , J . , e t a l . , M u t a g e n i c i ty a n d i n v i v o t o x i c i ty o f c o m b i n e d p a r t i c u l a t e a n d
s e m i v o l a t i l e o r g a n i c f r a c t i o n s o f g a s o l i n e a n d d i e s e l e n g i n e e m i s s i o n s T o x i c o l S c i ,
2 0 0 2
,
7 0 (2 ) : p . 2 1 2 - 2 2 6 .
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E n v i r o n m e n t a l a n d H e a l t h E f e c t s C a u s e d b y t h e U s e of
B i o d i e s e l T e c h n i c a l P a p e r 19 9 9 - 0 1
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E n v i r o n m e n t a l a n d H e a l t h I mp a c t s D u e t o B i o d i e s e l E x h a u s t G a s
F r e s e n i u s E n v i r o m e n t a l B u l l e t i n
,
2 0 0 1
,
1 0 ( 1 ) : p . 1 - 6 .
8 5 . L e P r i e u r , E . a n d M o r i n , J . - P . , To x i c o l o g i c a l I mp a c t of D i e s e l F u e l Su p p l e m e n ta t i o n
w i t h R a p e s e e d M e t hy l e s t e r (RME ) o n t h e L u n g To x i c P o t e n t i a l of D i e s e l E n g i n e
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A P P E N D I X A : S u m m a r y o f B i o d i e s e l C y t o t o x i c i t y a n d M u t a g e n i c i t y S t u d i e s
A u t h o r ( s ) T i t l e o f S t u d y N a t u r e o f R e p o r t
K a d o N Y . , O k a m o t o R A . , K u z m i c k y PA .
C h e m i c a l a n d B i o a s s a y A n a l y s e s o f D i e s e l a n d B i o d ie s e l P a r t i c u l a r M a t t e r :
P i l o t S t u dy
F i n a l R e p o r t [3 6 ]
K a d o N . Y , K u z i m i c ky PA
B i o a s s a y A n a l y s e s o f P a r t ic u l a t e M a t t e r F r o m a D i e s e l B u s E n g in e U s i n g
V a r io u s B i o d i e s e l F e e d s t o c k f u e l s
F in a l R e p o r t [4 1]
B a g l e y S . , G r a t z L . , J o h n s o n J . , M c D o n a l d J .
E f f e c t s o f O x id a t i o n C a t a ly t i c C o n v e rt e r a n d a B i o d i e s e l F u e l o n t h e
C h e m i c a l , M u t a g e n i c a n d P a r t i c l e S i z e C h a r a c t e r i st i c s o f E m is s io n s f r o m a
d i e s e l E n g in e
J o u r n a l A r t i c l e [4 0 ]
N a t i o n a l B i o d i e s e l B o a r d
S u m m a r y R e s u lt s f r o m U SE PA T i e r I H e a l t h a n d E n v ir o n m e n t a l E f f e c t s
T e s t i n g f o r B i o d i e s e l u n d e r t h e R e q u i r e m e n t s f o r U S E PA R e g r is t r a t i o n o f
F u e l s a n d F u e l A d d it i v e s ( 4 0 C F R P a rt 7 9 . 6 0 )
F i n a l R e p o rt [5 4 ]
* L o v e l a c e R e s p i r a t o r y R e s e a r c h I n s t it u t e
( L R R l )
T ie r I I T e s t i n g o f B io d i e s e l E x h a u s t E m i s s io n s u n d e r th e R e q u i r e m e n t s f o r
U S E PA R e g i s t r a t i o n o f F u e l s a n d F u e l A dd it iv e s (4 0 C F R P a rt 7 9 , Se c 2 1)
F i n a l R e p o rt [4 3 ]
D u r b i n T . D
, C o l l i n s J R . , N o r b e c k J . M ,
Sm i t h M . R .
E v a lu a t io n o f t h e E f f e c t s o f A lt e r n a t iv e D i e s e l F u e l F o r m u l a t i o n s o n
E x h a u s t E m i s s i o n R a t e s a n d R e a c t iv i ty
F i n a l R e p o rt [3 2 ]
S h a r p C A . , H o w e l l S , Jo b e J.
T h e E f f e c t o f B i o d i e s e l F u e l s o n T r a n s i e n t E m i s s i o n s f r o m M o d e r n D i e s e l
E n g i n e s , P a r t I I U n r e g u l a t e d E m i s s i o n s a n d C h e m ic a l Ch a r a c t e r i z a t i o n
T e c h n i c a l P a p e r [9 ]












B a r r ,
E . B
,
H a h n F F .
,
J a r a m i l l o R J , K u b a t k o J . E . ,
M a r c h T H .
, W h i t e R K . , K r o n e J R . ,
M e n a c h e M . G .
, M i k u l a K . J . , M a u d e r ly J . L e t
a l
E f f e c t s o f S u b c h r o n i c I n h a l a t i o n E x p o s u r e o f R a t s t o E m i s s i o n s f r o m a
d i e s e l e n g i n e b u r n i n g s o y b e a n o i l - d e r i v e d b i o d i e s e l f u e l
J o u r n a l A rt i c l e [3 4 ]
B i i n g e r J , K r a h l K . , F r a n k e H - U . , M u n a c k A ,
H a l li e r E
M u t a g e n i c a n d c y t o t o x ic e f f e c t s o f e x h a u s t p a rt i c u l a t e m a t t e r o f b i o d ie s e l
c o m p a r e d t o f o s s i l d i e s e l f u e l
J o u r n a l A r t i c l e [4 2 ]
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A u t h o r (s ) T i t l e o f St u d y N a t u r e o f R e p o r t
K r a h l J .
,
M u n a c k A , B a h a d ir M , S c h u m a c h e r
L .
,
E l s e r N .
R e v ie w : U t i l i z a t i o n o f R a p e s e e d O i l , R a p e s e e d O i l M e t h y l E s t e r o r D ie s e l
F u e l : E x h a u s t G a s E m i s s i o n s a n d E s t i m a t io n o f E n v i r o n m e n t a l E f f e c t s
T e c h n ic a l P a p e r [5 0 ]
K r a h l J
,
S e id e l H .
,
B u n g e r J
E x h a u s t G a s E m i s s io n s a n d E f f e c t s o f E n v i r o n m e n t a n d H u m a n H e a lt h o f
R a p e S e e d O i l B a s e d F u e l s
C o n f e r e n c e
P r o c e e d i n g s [8 2 ]
K r a h l J . , B u n g e r J , J e b e r i e n H - E . , P r ie g e r
K . , S c h u t t C , M u n a c k A , B a h a d i r M .
A n a ly s e s o f B io d i e s e l E x h a u s t E m i s s io n s a n d D e t e r m in a t i o n o f
E n v i r o n m e n t a l a n d H e a l t h E f f e c t s
C o n f e r e n c e
P r o c e e d i n g s [4 9 ]
S c h r o d e r P .
, K r a h l J . , M u n a c k A , B u n g e r J . E n v ir o n m e n t a l a n d H e a l t h E f f e c t s C a u s e d b y t h e U s e o f B i o d i e s e l T e c h n i c a l P a p e r [8 3 ]
B u n g e r J , K r a h l K , B a u m K . , S c h r o d e r O ,
M u l l e r M
, W e s t p h a l G , R u h n a u R , S c h u lz
T G , H a l l ie r E
C y t o t o x i c a n d m u t a g e n i c e f f e c t s , p a r t i c l e s i z e a n d c o n c e n t r a t i o n a n a ly s i s o f
d ie s e l e n g i n e e m i s s i o n s u s i n g b i o d i e s e l a n d p e t r o l d i e s e l a s f u e l
J o u r n a l A r t i c le [2 ]
K r a h l K , M u n a c k A , S c h r o d e r 0 . , B {i n g e r J . ,
B a h a d i r M
E n v ir o n m e n t a l a n d H e a l t h I m p a c t s D u e t o B i o d ie s e l E x h a u s t G a s J o u r n a l A r t i c l e [8 4 ]
L e p r i e u r E , M o r i n J . P . , B i o n A , G o u r i o u F . ,
D i o n n e t F
T o x i c o l o g i c a l h n p a c t o f D i e s e l F u e l S u p p l e m e n t a t i o n w it h R a p e s e e d
M e t h y l e s t e r (R M E ) o n t h e L u n g T o x i c P o t e n t i a l o f D i e s e l E n g in e E x h a u s t s
T e c h n i c a l P a p e r [8 5 ]
s am e s t u d y
O t h e r R e l a t e d S t u d i e s / ^ W e l f a r e E f f e c t s
(t o x i c i t y s t u d i e s f o r m u l t i p l e c a t e g o r i e s o f
o r g a n i s n i ( p l a n t s , a n im a l s , f i s h )
H a s f o r d , B , W im b a u e r M , H o p p e , F r u h m a n n
G
,
M e y e r m a n n M .
R e s p i r a t o r y s y m p t o m s a n d lu n g f u n c t i o n a f t e r e x p o s u r e t o e x h a u s t f u m e s
f r o m r a p e s e e d o i l i n c o m p a r i so n t o r e g u la r d ie s e l f u e l
C o n f e r e n c e
P r o c e e d in g s [3 3 ]
Z h a n g X , R C , R e e c e D , M o l l e r G , H a w s R , B i o d e g r a d a b i l i t y o f B i o d i e s e l in t h e a q u a t i c e n v ir o n m e n t T e c h n i c a l p a p e r [5 5 ]
^ T e r m f o u n d i n c o n f e r e n c e p r o c e e d i n g s o n e n v i r o n m e n t a l e f f e c t s o f b io d i e s e l b y K o o
- O s h i m a (T i e r I l it e r a t u r e s e a r c h f o r
E PA )
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A P P E N D I X B : C a l c u l a t i o n o f t h e P e r c e n t a g e o f t h e T h e o r e t i c a l ly C a p a c i t y o f B i o d i e s e l
P r o d u c t i o n t o M e e t D i e s e l D e m a n d i n t h e U S
F r o m t h e E n e r g y I n f o r m a t i o n A dm i n i s t r a t i o n o f t h e U S D e p a r t m e n t o f E n e r g y
(
'
w w w . e i a . d o e . g o v
'
) c o n s u lt e d J u l y 2 1 , 2 00 6 .
T a b l e 1 S a l e s o f D i s t a l l a t e F u e l O i l b y E n e r g y U s e i n t h e U n it e d S t a t e s : 2 0 00 - 2 0 04
(T h o u s a n d G a l l o n s )
O n - H i g h w a y D i e s e l 2 0 04 : 3 7 . 12 5 . 2 3 9
= 3 7 x 10
' '
F r o m B B I I n t e r n a t i o n a l (w w w . b b i b i o f u e l s . c o m ) c o n s u lt e d J u l y 2 1 , 2 0 06 .
T o t a l U S C u r r e n t C a p a c i t y (F a l l 2 0 0 5 ) M i l l i o n G a l l o n s A
'
e a r (M M G Y ) :
3 16 . 6 = 3 16 X l O
'
**
t o t a l b io d i e s e l p r o d u c t i o n c a p a c i t y 2 0 0 5 3 . 16 x 10
^
m n - n o o o /
Sa l e s o f O n - H i g h w a y d i e s e l 2 004 3 . 17 x 10
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A D D E N D I X C : E q u i p m e n t / S o f t w a r e U s e d
1 . B e c k m a n D U 6 4 0 S p e c t r o p h o t o m e t e r - u s e d f o r Sp e c t r a l S c a n s o f s o lu t i o n s U V A ^ I S
2 . C o m p u t e r - C o m p a q P e n t i u m 4 M i c r o s o f t W in d o w s 20 0 0 So f t w a r e - K Cj u n i o r
V . 1 . 4 1 . 5 b y B io - T e k I n s t r u m e n t s , IN C . - u s e d fo r t h e E L I SA a n d M T T a s s a y
3 . P l a t e r e a d e r - E L x 8 08 A u t o m a t e d M i c r o p l a t e R e a d e r b y B i o - T e k I n s t r u m e n t s , I n c ¬
u s e d f o r t h e E L I S A a n d M T T a s s a y
4 . C h e m D r a w U l t r a v 9 . 0 b y C a m b r i d g e S o ft a v a i l a b l e f o r U N C - C H f a c u lt y a n d
s t u d e n t s t h r o u g h s o f tw a r e a c q u i s i t i o n . (F i g u r e 5 )
5 . B i o D r aw B i o U lt r a 1 0 . 0 T r i a l V e r s o n b y C a m b r i d g e S o ft (w w w . c a m b r id g e s o f t . c o m )
u s e d t o c r e a t e F i g u r e 1 9 .
6 . E n dn o t e s v 7 . 0 . 0 b y T h o m s o n I S I R e s e a r c h So ft w w w . e n d n o t e . c o m - b i b l i o g r a p h i c
r e f e r e n c e d a t a b a s e .
7 . P r i s m v 4 . 0 3 f o r W i n do w s b y G r a p h P a d S o f t w a r e , I n c . S a n D i e g o , C A
(w w w . g r a p h p a d . c o m ) - s t a t i s t ic s a p p l i c a t i o n s o ft w a r e w i t h a u s e r - f r i e n d ly i n t e r f a c e .
T h i s s o ft w a r e a l l o w e d m e c r e a t e l o t s o f a m a z i n g g r a p h s a n d a p p l y s t a t i s t i c s t o d a t a
r e l e v a n t t o m e .
8 . E n g a u g e D i g it i z e r 2 . 14 , d i g i t i z i n g s o f t w a r e , t o e x t r a c t d a t a f r o m g r a p h (F i g u r e 1 7 ) .
O p e n s o u r c e d ig it i z i n g s o ft w a r e t h a t c o n v e r t s a n i m a g e fi l e s h o w in g a g r a p h o r m a p
i n t o n u m b e r s . C a n b e f o u n d a t h tt p : / /d i g i t i z e r . s o u r c e f o r g e n e t M o t i v a t i o n w a s t o
r e c r e a t e t h e g r a p h i n e x c e l s o t h a t t h e y - a x i s i s e x p r e s s e d w it h a d e c im a l i n s t e a d o f
t h e E u r o p e a n c o n v e n t i o n o f a c o m m a a n d a l s o t o c h e c k - o u t h o w t h i s s o ft w a r e w o r k s .
9
. M i c r o s o ft O f fi c e E x c e l 2 0 0 3 - p iv o t t a b l e s
1 0 . M i c r o s o f t O f fi c e E q u a t i o n 3 . 0 . U s e d t o c r e a t e e q u a t i o n s i n A p p e n d i x E a n d
A p p e n d i x F .
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A P P E N D I X D : A S T M Sp e c i fi c a t i o n f o r p u r e ( 1 0 0 % ) b i o d i e s e l
P r o p e r t y
A S T M
M e t h o d
L i m i t s U n i t s
F l a s h P o i n t 9 3 10 0 m i n ° C
Wa t e r a n d S e d i m e n t 2 7 0 9 0 . 0 5 m a x V o l %
C a r b o n R e s i d u e 4 53 0 0 . 0 5 m a x W t %
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d u p l i c a t e in t h e I L - 8 a s s a y . .
R EA G E NT S
I I - fl M i r rA f ^ A t * ( P a rt A C t0 4 A ? ) -
< t f i w a M p < ^ ty
« ty r « »n A r r u ^ r c f i i A tt * { 1 9 t t t ri f A n f A w A l k ) r o A lA d w it h a
n i m i R o m o rK x J o n a l a n tib o d y a g d in s i 11
- 8
I L - 8 C o n j u g a t e (Pa r i 8 9 0 4 6 5 ) - 1 1 5 n C o l a p o ty c ) o ( i a l a n l i x ) d y a g a in ^ I L - 8 c o n i u 9 £rt ed t o
) i u i » ? i d t ^ i p t : 5 i u x i ( i cK > t > w it h l o d O y v t H i d p i u ^ e i v d l i v u ^
I L - 8 S t a n d a r d (P . i n 8 0 0 46 6 ) 1 0 n g o f r c c o m b t n a nt N rn ia n IL - 8 in a b u tt e r e d p r o t e i n b a s e w it h
p ro s o rv < i t iv o s ty o p h i t iz c d
A s s a y D JI i w n t R D 1 - 8 5 ( P a r t 8 9 5 8 7 7 )
- 1 1 m L o ( a b u t te r e d p t o te t i i t >a s e w it h p i e s e rv a t iv e s
C a li b r a t o r D i lu e n t R D 6 Z <P a r t 8 9 5 46 6 ) • 2 1 n H. o f a r M m a l s e r u m w i th p r e s e r v a t rv e s
F o r s c r u m p la s m a s a m p le s
C a li b r a t o r D i lu e n t R D 5 P Co n c e n t r a te (5 X ) ( Pa i l 6 9 5 1 5 1 ) • 2 1 m L o f c o n c e n t r a t e d b u t te re d p r o t e in
b a s e w i t h p r e s o r v a t iv o s F o r c e l l c i^ u rc s u p e m a t e s a m p le s
Wa s h B u f f e r C o n c e n t r a t e (P a r t 8 9 50 0 3 ) - 2 1 m L o ( a 2 &- fo { d c o n c e n t ra te d s o lu ti o n o f b u f fe r e d
s u r f a c t a n t w it h p r e s e rv a t iv e s
C o lo r R e a g e n t A ( P < i i i t f^ £> o u u )
• v . i ^ m t o f s t ^ >i l iz e d t iy d r o g e n p e ro x id e
C o lo r R e a g e n t B ( Pa rt 6 9 5 0 0 1 ) 12 5 i n L o l s la l « I U: e d d i f o r iK t g e n (te tr a m e t h y Rx i n z id i n e )
S to p S o l u t i o n ( Pa r t 8 9 5 0 3 2 ) - 6 m L O f 2 N W J I u ri c a c i d
P i a A m C o v e r s - 4 a d h e e i v e c t ri p e
'
S T O RA G E
u n ^ en e a K i i
R e c o n s t i t u t e d
R e a g e n t s
b i o i e a t g - a u n o n o t u s e p a s t K i t e xp i f a i io n c i« e
M u le d W a s ti B u He i
S to p S o M to n
CM b r a U x Dil u a n t R O e Z
C a l h r a lO f Di l u e n l B O SP ( D C)
A s s a
y
O lu o n l R D 1- 8 5
C o n j u g a te
U n m i x e d Co to f R e a q e n I A
U n rn w e d C o lo r R e aj o n I B
S ta n d a r d
M c ro p l a le W e M
M a y iM s to f o d l o r u p t o t m o n l t i a t 2 9 * C
n e t u m u n u s e d w e t s lo I he M po u c h
c o n l aM n g t h e d « s ic c a n l p a c k ra s e a l a lo n g
a n t ra e d g e d z i p
- s a a l M a y l» s l o i w ) lo r up t o
I m o n lh a t 2 - 8 * C "
"
P r o v id e d t h i s i s w it h in t t i e e x p i r a t io n d a t e o i t h e k it
R EA G EN T P R E PA R A T IO N
B r i n g a l l r e a g e n t s t o r o o m t e in p e r a t u r e b e f o r e u s e .
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w e l l
C a l i b r a t o r D i l u e n t R D 5 P ( I X ) - A d d 2 0 m L o ( C a l ib r a t o r D i lu e n t R D 5 P C o n c e n t r a t e (5 X ) t o
8 0 m L o f d e io n iz e d o r d i s t i ll e d w a t e r l o y ie l d 100 m L o f C a l ib r a t o r Di l u e n l R D 5P ( I X )
I L - 8 S t a n d a r d - Re c o n s t it u t e t h e IL - 8 S t a n da r d w i t i 5 0 m L o f C a l ib r a t o r D ilu e n t RD 5 P { I X)
( f o r c e l l c u l t u r e s u p e m a le s a m p le s ) o r Ca l ib r a t o r D i lu e n t R D 6 Z (f o r s e r u m / p l a s m a s a m p le s )
T h i s r e c o n s l il u t io n p r o d u c e s a s l o c k s o lu t i o n o f 20 0 0 p g/m L A ll o w th e s t a n da r d t o s it f o r a
m i n im u m o l 1 5 m in u t e s w i t h g e n t le a g it a t io n p r io r t o m a k i n g d il u t io n s
P ip e t t e 50 0 n L o l th e a pp ro pr i a t e C a l ib r a t o r D i lu e n t i n t o e a c h l u b e U s e I h e s t o c k s o l u t io n t o
p r o d u c e a d i lu t io n s e r i e s (b e lo w ) M ix e a c h l u b e t h o r o u g h ly b e f o r e t h e n e x t t r a n s f e r T h e
u n d il u t e d s t a n d a r d s e r v e s a s t h e h ig h s t a n d a r d (2 0 00 p g / m L ) T h e a p p r o p r ia t e C a l ib r a t o r
D il u e n l s e r v e s a s t h e z e r o s t a n d a r d (0 p g /m L )
5 0 0 ) 1 L 5 0 0 mL 5 0 0 |j L 5 0 0 (1 1 5 0 0 ) i L
i l l
10 0 0 5 0 0 2 5 0 1 2 5 6 2 5 3 1 ^
p g / m L pg / m L p g / m L p g / m L p g / m L p g / m L
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A S S A Y P R O C E D U R E
B r in g a i l r e a g e n t s a n d s a m p l e s t o r o o m t e m p e r a t u r e b e f o r e u s e . It i s r e c o m m e n d e d
t h a t a l l s a m p le s , c o n t r o l s , a n d s t a n d a r d s b e a s s a y e d i n d u p l ic a t e .
1 P re p a r e a l l r e a g e n t s a n d w o r k in g s ta n d a r d s a s d i r e c t e d in t h e p r e v io u s s e c t io n s
2 R e m o v e e x c e s s m ic r o p la te s t r ip s f r o m th e p la t e f r a m e , r e t u m t h e m t o t h e f o i l p o u c h
c o n t a in in g t h e d e s ic c a n t p a c k , r e s e a l .
3 A d d 1 0 0 n L o f A s s a y D i lu e n t R D 1
- 8 5 t o e a c h w e ll .
4 . A d d 5 0 )i L o f S ta n d a r d , c o n t r o l , o r s a m p le
*
p e r w e l l S e c u r e ly c o v e r w i th a p la t e s e a le r
a n d in c u b a t e fo r 2 h o u r s a t r o o m te m p e r a t u r e G e n t ly t a p t h e p la t e t o e n s u r e t h o r o u g h
m ix in g
5 A s p ir a t e e a c h w e l l a n d w a s h , r e p e a t in g t h e p r o c e s s t h r e e t i m e s f o r a to ta l o f f o u r
w a s h e s W a s h b y f ill in g e a c h w e l l w it h W a s h B u ff e r (4 0 0 n L ) u s in g a s q u i r t b o tt le ,
m a n ifo ld d is p e n s e r , o r a u t o w a s h e r Co m p le t e r e m o v a l o f liq u id a t e a c h s t e p is e s s e n t ia l
to g o o d p e rf o r m a n c e A ft e r t h e la s t w a s h , r e m o v e a n y r e m a in in g W a s h B u f f e r b y
a s p i r a t i n g o r d e c a n t i n g I n v e r t t h e p la t e a n d b lo t i t a g a in s t c le a n p a p e r t o w e l s .
6 A d d 10 0 ( i L o f IL
- 8 C o n j u g a t e to a l l w e l l s S e c u r e ly c o v e r w i t h a p la t e s e a le r a n d
in c u b a t e fo r 1 h o u r a t r o o m t e m p e r a tu r e
7 . R e p e a t t h e a s p i r a t i o n / w a s h a s i n s t e p 5 .
8 . A d d 2 0 0 |i L o f S u b s t r a t e S o lu t io n t o e a c h w e l l In c u b a t e f o r 3 0 m in u t e s a t r o o m
t e m p e ra t u r e P r o t e c t f r o m l i g h t .
9 A d d 5 0 j i L o f S t o p S o l u t i o n t o e a c h w e l l T h e c o lo r i n t h e w e l l s s ho u ld c h a n g e f r o m b lu e
to y e l lo w . If th e c o lo r in t h e w e l ls i s g r e e n o r i f c o lo r c h a n g e d o e s n o t a p p e a r u n if o r m ,
g e n t ly t a p t h e p la te t o e n s u r e t h o r o u g h m i x in g .
1 0 . D e t e m i in e t h e o p t ic a l d e n s i ty o f e a c h w e l l w i t h in 3 0 m in u t e s , u s in g a m ic r o p la t e r e a d e r
s e t to 4 5 0 n m . If w a v e l e n g t h c o r r e c t i o n i s a v a i l a b le , s e t t o 5 4 0 n m o r 5 7 0 n m If
w a v e le n g t h c o r r e c t io n i s n o t a v a i l a b le , s u bt ra c t r e a d in g s a t 5 4 0 n m o r 5 7 0 n m f r o m t h e
r e a d i n g s a t 4 50 n m . T h is s u b t r a c t io n w i ll c o n e c t f o r o p t ic a l im p e r f e c t io n s in t h e p la t e .
R e a d in g s m a d e d ir e c t ly a t 4 5 0 n m w i t h o u t c o r r e c t io n m a y b e h ig h e r a n d le s s a c c u r a t e
*
C e ll c u lt u r e s u p e r n a t e s a m p le s m a y r e q u ir e d ilu t io n a s d ir e c t e d in t h e S a m p le P r e p a r a t io n
s e c t io n .
9 7
A P P E N D I X I : I L - 8 a n d I L - 6 r e s p o n s e s b y B E A S - 2B a c r o s s e x p e r i m e n t s w h e n
e x p o s e d t o S R M 1 97 5 f o r 2 4 h .
4 0 0 -
H M in
0 0 1 0 2 0 30 4 0 5 0 10 0 6 0 0 1 1 0 0 1 6 0 0
D o s e ( ^i g P M e q /m l i n K G M + 0 . 2 % D M S O )






■ 1 0 '
' O c t 2 0 0 5 T F e b 2 0 0 6
A J a n 20 0 6 • M a r c h 2 0 0 6
* A p r i l 2 0 0 6
i i w | i m ^ i i w ^ i i w n i i w n i i w ^ I m i l i i i w n i i i i i
- 1 0 0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 1 0 0 6 0 0 1 10 0 16 0 0
D o s e (^i g P M e q /m l i n K G IVI + 0 . 2 % D M S O )
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A P P E N D I X J : I L - 8 a n d I L - 6 r e s p o n s e s b y B E A S
- 2 B e x p o s e d





1 5 0 0 -
1 0 0 0 -
5 0 0 -
1 5 0 -
1 0 0 -
5 0 "
0 -




1 0 0 J -













E x p e r im e n t a l C o n t r o ls
.j ,̂
"
E x p e r i m e n t 1 o f 3 : A v e r a g e i n f l a m m a t o r y m a r k e r c o n c e n t r a t i o n (a c r o s s d o s e c a t e g o r i e s )
w i t h s t a n d a r d d e v i a t i o n e r r o r b a r s f o r t h e e x p e r i m e n t a l c o n t r o l s . (A ) I L - 8 a n d (B ) I L - 6 f o r
K G M + 0 . 2% D M SO v e h i c l e c o n t r o l , s o l v e n t b l a n k , t h e t u n n e l b l a n k , a n d 10 0 ). t M v a n a d y l
s u l f a t e , t h e p o s i t i v e c o n t r o l .
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35 00 -
2 5 00 -
E
O ) I SOOJ -
a
0 0 4 50 - r




4 50 - 1
3 5 0 - 1
25 0 - ^
^ 1 50 J (B )
I 5 0














E x p e r im e n t a l C o n t r o l s
E x p e r i m e n t 2 o f 3 : A v e r a g e i n f l a m m a t o r y m a r k e r c o n c e n t r a t i o n (a c r o s s d o s e c a t e g o r i e s )
w it h s t a n d a r d d e v i a t i o n e r r o r b a r s f o r t h e e x p e r i m e n t a l c o n t r o l s . (A ) I L - 8 a n d (B ) I L - 6 f o r
K G M + 0 . 2 % D M SO v e h i c l e c o n t r o l , s o l v e n t b l a n k , t h e t u n n e l b l a n k , a n d 10 0 yM v a n a d y l





3 50 0 -
2 50 0 -






- 2 0 0 -
E
1 5 . 0 - r
t o
- J~
2 . 5 H













E x p e r im e n t a l C o n t r o ls
E x p e r i m e n t 3 o f 3 : A v e r a g e i n f la m m a t o r y m a r k e r c o n c e n t r a t i o n (a c r o s s d o s e c a t e g o r i e s )
w i t h s t a n d a r d d e v i a t i o n e r r o r b a r s f o r t l i e e x p e r i m e n t a l c o n t r o l s . (A ) I L - 8 a n d (B ) I L - 6 f o r
K G M + 0 . 2% D M SO v e h i c le c o n t r o l , s o l v e n t b l a n k , t h e t u n n e l b l a n k , a n d 10 0 pM v a n a dy l
s u l f a t e , t h e p o s it i v e c o n t r o l
10 1
2 5 0 0
2 0 0 0H
^ I SOO- " -
Q .
-
r 2 o o t
0 0
(A )
10 0 - fi
4 00 -
3 00 -
^ 2 0 0 - L



















E x p e r im e n t a l C o n t r o l s
.s ^
E x p e r i m e n t 4 : A v e r a g e i n f l am m a t o r y m a r k e r c o n c e n t r a t i o n (a c r o s s d o s e c a t e g o r i e s ) w i t h
s t a n d a r d de v i a t i o n e r r o r b a r s f o r t h e e x p e r im e n t a l c o n t r o l s . (A ) I L - 8 a n d (B ) I L - 6 f o r
K G M + 0 . 2 % D M SO v e h i c l e c o n t r o l , s o l v e n t b l a n k , t h e t u n n e l b l a n k , a n d 10 0 |xM v a n a dy l
s u l f a t e
,
t h e p o s i t iv e c o n t r o l .
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A P P E N D I X K : C o m p a r i n g t h e SO F p e r c e n t a g e s b e t w e e n B i o d i e s e l P M
a n d D i e s e l P M
C a u t i o n : N o t c o m p a r in g A p p le s a n d A p p le s
U C D s a m p l e s
S O F = ? %
,
w / w
In g e n e r a l , b io d ie s e l P M h a s a
h ig h e r % s o lu b l e o r g a n ic f r a c t i o n
S R M 1 9 7 5
SO F = 2 . 7%
,
W/ W
S R M 2 9 7 5 i s a d ie s e l P M
O n ly 2 . 7 % o f t h e m a s s is
s o l u b l e o r g a n i c s
®
C o ll e c t i n g t h e S o l u b le O r g a n ic F r a c t io n (S O F )
L /C D s a m p le s
F il t e r B e f o r e PM s a m p li n g F il t e r A f t e r PM s a m p l i n g
M a s s
d
M a s s + X
X = m a s s o f c o l le c t e d P M
F i l t e r e x t r a c t e d I n D O M
^ fc : -
M a s s o f P M ( |j g )
V o lu m e (m l)
' '
< m ^ l
S R M 19 7 5 Is t h e o rg a n ic
c o m p o n e n t s s t r ip p e d
f r o m S M R 2 9 7 5
^
.% y » l
4^ 1
P M e x t r a c t e d i n t o D C M
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T h e P r o b l e m w i t h c o m p a r i n g o n a P IVI e q u i v a l e n t b a s i s .
M a s s o f P M (|j g )
V o l u m e ( m l )
=
f i g P M e q u iv a l e n t / m l
U C D s a m p le s S R M 19 7 5
F o r e x a m p le : t he m a s s o f m a t e r i a l
c o l le c t e d o n t h e fi l te r w a s 5 0 0 ((j g ) a n d
it w a s e x tr a c t e d i n 10 m l o f DC M
F o r e x a m p le : 5 0 0 |j g o f S R M 2 9 7 5 i s
e x t r a c t e d i n 1 0 m l o f D C M
T h is c o n c e n t r a t i o n h a s
c o n s id e r a b ly m o r e
o rg a n i c s d is s o lv e d i n
D C M
5 0 0 |j g _
1 0 m is
/
= 5 0 ^ g P M e q u i v a le n t / m l
B u t , t h i s
c o n c e n t r a t i o n h a s
c o n s ide r a b ly l e s s
o r g a n i c s a c tu a l ly
d i s s o l v e d i n D C M
D o s e R e s p o n s e C u r v e b y B E A S - 2 B t o
S R M 1 9 7 5 , S E E , a n d D i e s e l o r g a n i c e x tr a c t s f o r 2 4 h r s .
E x p e r im e n t 3
( M e a n & S t d . D e v . )






S R M 19 75
(n = 3 )
1 2 Hg/ m l
D i e s e
wr ^ m ^
- m ^ t w rn r n a ^ |- i T i » r " r t i i ^ - ™ « n - i
0 1 0 20 30 4 0 50 30 0 8 00 1 30 0 18 00
P M e q n g / m l in K G M + 0 . 2 % D M S O
I f t h e b i o d i e s e l P M w a s 3 0 % SO F . . .
4 0 ^ g P M e q /m l w o u l d b e r o u g h l y e q u a l t o 1 2 ^ g o r g a n i c s/ m l
1 2 \ i g/ m l o f S R M 1 9 7 5 i s e q u i v a l e n t t o 4 4 4 j i g P M e q /m l
10 4
A P P E N D I X L : E x p e r i m e n t a l D a t a
C e l l p a s s a g e
n u m b e r D a t e
D o s e Ji g
P M c q / m l F u e l T y p e
U C D
n u m b e r S a m p l e I D
R a w |I L - 8 | i n
c e l l s u p s p g / m l
R a w |I L - 6 | i n
c e l l s u p s p g / m l
D o s e C j l o t o x i c
(e i t h e r o b s e r v e d ,
L D H r e l e a s e > 5 0%
o r M T T < 5 0 % )
% V i a b i l i t y /
% C y t o t o x i c D e s c r i p t i o n
E x p l a n a t i o n f o r e l i m i n a t i n g
c y t o k i n e d a t a f r o m a n a ly s i s
P 6 6 O c t B i o d i e s e l 8 2 6 3 4 1 5 2 1 5 2 4 8 0 M T T /L D H
P 6 6 O c t B i o d i e s e l 8 2 7 1 9 7 3 5 0 M T T / L D H n o c e l l s u p t o t e s t f o r 1 L 8
P 6 5 O c t 1 0 B i o d i e s e l 8 2 8 2 6 7 0 3 2 0 8 2 1 M T T / L D H
P 6 6 O c t 10 B i o d i e s e l 8 2 9 2 4 0 9 9 M T T / L D H n u c e l l s u p t o te s t f o r I L 8
P 6 6 O c t 2 5 B i o d i e s e l 8 3 0 3 2 8 5 1 7 6 3 9 5 1 M T T / L D H
P 6 6 O c t 2 5 B i o d i e s e l 8 3 1 10 3 8 0 2 M T T / L D H n o c e l l s u p t o t e s t f o r 1 L 8
P 6 6 O c t 5 0 B i o d ie s e l 83 2 8 7 L D H (- 8 7% R e l ea s e )
B a se d o n t w o c y t o t o x i c i t y a s s a y s
a n d t h e o b s er v a t io n o f a n
u n ex p l a i n e d r e f r a c t o r y d e p o s it m 1/ 2
w e l l s
,
t h e cy t o k i n e da t a w a s n o t
i n c lu d ed i n a n a ly s i s
P 6 6 O c t 5 0 B i o d ie s e l 1 8 3 3 < I 0 M T T ( 0% v ia b l e )
P 6 6 O c t N eg a t iv e c o n t r o l
K G M +
0 2%
D M S O 7 5 7 1 7 9 9 5 7 2 6 4 7
P 6 6 O c t N eg a t iv e c o n t r o l
K G M +
0 2%
D M S O 7 5 8 17 9 9 6 4 1 1 2
P 6 6 O c t N e g a t iv e c o n t r o l
K G M +
0 2%
D M SO 7 5 9 19 2 98 5 4 9 4
P 6 6 O c t N e g a t i v e c o n t r o l
K G M +
0 2%
D M S O 7 6 0 1 8 8 6 4 4 7 4 8
P 6 6 O c t N e g a t i v e c o n t r o l
K G M +
0 2%
D M S O 7 6 1 2 2 3 4 2 7 4 1 2
V a l u e s i n r e d o r b l u e w e r e f l a g g e d o n ly b e c a u s e t h e c o n c e n t r a t i o n w a s o u t s i d e t h e t r e n d . T h e
"
d o s e c y t o t o x i c
"
c a t e g o r y c o d e d t h e
c y t o t o x i c r e s p o n s e f o r t h a t w e l l a s 0
= n o t c y t o t o x i c ; 1
= c y t o t o x i c ; 2
= o t h e r ( in c l u d e s p r e s e n c e o f t h e d e p o s i t) .
10 5
C e l l p a s s a g e
n u m b e r
D o s e Mg
P M eq / m l F u e l T y p e
U C D
n u m b e r S a m p l e I D
R a w | I L - 8 | in
c e l l s u p s p g / m l
R a w | I L - 6 | i n
c e l t s u p s p g / m l
D o se C y t o t o x ic
(e it h e r o b s e r v e d ,
L D H r e le a s e > 5 0 %
o r M T T < 5 0% )
% V i a b il i ty /
% C y t o t o i ie D e s c r ip t io n
E x p l a n a t i o n f o r e l i m in a t i n g
c y t o k i n e d a t a f r o m a n a ly s i s
O c t S R M 1 9 7 5 7 6 2 3 7 6 7 0
S R M 1 9 7 5 0
S R M 1 9 7 5
P 6 6 O c t 18 4 5 S R M 1 9 7 5
L D H ( O D v a lu e
l o w )/ I L 8 & I L 6
c o n c en t r a t i o n l o w f o r
t h e g r o u p e x p o s e d
O c t 18 4 5 S R M 1 9 7 5
L D H (O D v a lu e
l o w )/ I L 8 & 1L 6
c o n c e n t r a t i o n lo w f o r
t h e g r o u p e x p o s e d
S R M 1 9 7 5
L D H (O D v a l u e
l o w )/ l L 8 & 1L 6
c o n c en tr a ti o n l o w f o r
t h e g r o u p ex p o s ed
S R M 1 9 7 5
S R M 1 9 7 5
S R M 1 9 7 5
1L 8 & 1L 6 c o n c e n t r a t i o n s f o r t li i s
w e ll w e r e h ig h e r t h a n t h e o t h e r 4
w e ll s e x p o s e d a t t h i s d o s e
S R M 1 9 7 5 7 2 14
S R M 1 9 7 5
S R M 1 9 7 5
SR M 1 9 7 5
L D H
M T T
- 4 2% r e le a s e ;
- 5 9 % v ia b l e b o r d e r l i n e
O c t 1 8 4 4 7 5 SR M 1 9 7 5 1 2 5 6 4 7 5 8 4
L D H
M T T
- 4 2% r e le a s e ;
- 5 9 % v i a b l e b o r d e r l i n e
SR M 19 7 5
L D H
M T T
- 4 2% r e l ea s e ;




4 2% r e l e a s e ;
- 5 9 % v ia b le b o r d er l i n e
P6 6 O c t 18 4 4 7 5 S R M 19 7 5 19 7 5 7 8 1
L D H - 4 2% r e l ea s e ;
M T T - 5 9 % v ia b le
106
C e l l p a s s a g e
n u m b e r D a t e
D o s e n g
P M e g / m l F u e l T y p e
U C D
n u m b e r S a m p l e I D
R a w |I L - 8 | i n
c e l l s u p s p g / m l
R a w |I L - 6 | i n
c e l l s u p s pg / m l
D o s e C y t o t o x i c
(e i t h e r o b s e r v e d ,
L D H r e l e a s e > 5 0 % ,
o r M T T < 5 0 % )
% V i a b i l i t y /
% C y t o t o x i c D e s c r i p t i o n
E x p l a n a t i o n f o r
e l i m i n a t i n g c y t o k i n e d a t a
f r o m a n a l y s i s
P6 8 Ja n 5 B i o d i e s e l 8 6 7 1 1 0 3 10 4 6 3 0 L D H
P6 8 Ja n B i o d i e s e l 8 7 2 13 3 3 1 8 2 9 0 L D H
P 6 8 Ja n B i o d i e s e l 8 7 7 13 3 3 6 9 7 9 L D H
P 6 8 Ja n 10 B i o d i e s e l 8 6 8 1 6 8 8 7 1 1 7 6 8 L D H
P 6 8 Ja n 10 B i o d i e s e l 8 7 3 1 2 17 2 3 3 84 L D H
P 6 8 Ja n 10 B i o d i e s e l 8 7 8 1 1 0 3 6 3 6 9 L D H
P 6 8 Ja n 2 5 B i o d i e s e l 86 9 1 2 17 2 12 12 3 L D H
P 6 8 Ja n 2 5 B i o d i e s e l 8 74 14 5 0 2 17 0 4 7 L D H
P 6 8 J a n 2 5 B i o d ie s e l 8 7 9 1 6 8 8 7 9 9 8 7 L D H
P 6 8 Ja n 5 0 B i o d i e s e l 8 7 0 2 3 0 6 1 3 5 7 6 5 L D H
P 6 8 Ja n 5 0 B i o d i e s e l 8 7 5 n o c e l l s u p t o t e s t
P 6 8 Ja n 5 0 B i o d i e s e l 8 8 0 2 5 6 0 5 2 5 8 5 L D H
P 6 8 Ja n B i o d i e s e l 8 8 2 15 6 8 8 9 8 6 7 L D H
P 6 8 Ja n 10 B i o d i e s e l 8 8 3 13 3 3 15 9 9 7 L D l l
P 6 8 J a n 2 5 B i o d i e s e l 8 8 4 1 6 8 8 7 2 2 6 16 L D H
P 6 8 J a n 5 0 B i o d ie s e l 8 8 5 2 3 0 6 13 3 0 1 L D H
P 6 8 J a n D ie s e l 8 8 7 9 9 0 5 4 14 2 L D H
P 6 8 J a n D ie s e l 9 5 1 2 1 3 8 5 2 5 5 M TT
P 6 8 J a n 10 D ie s e l 1 1 0 3 L D H I L - 6 b e lo w d e t e c t i o n l i m i t s
P6 8 J a n 10 D ie s e l 9 5 2 9 7 1 M TT l L - 6 b e lo w d e t e c t i o n l i m i t s
P6 8 Ja n
T u n n e l B la n k
d u r i n g SE E r u n s 89 2 1 6 8 8 7 15 7 6 3 L D H
P6 8 J a n 10
T u n n e l B l a n k
d u r i n g SE E r u n s 8 9 3 5 4 24 5 4 9 0 7 8 2 1 7 9 L D H
P 6 8 Ja n 2 5
T u n n e l B l a n k
d u r i n g SE E r u n s 89 4 8 2 7 0
L D H ( > 82 %
r e le a s e )
L D H { > 82 % r e l e a s e ) /
c o r r e s p o n s d i n g w e l l o n 2 n d
p l a t e ( 9 5 8 ) s h o w e d c h a n g e
i n v i a b i l i t y a t t h i s d o s e
P 6 8 Ja n 50
T u n n e l B l a n k
d u r i n g SE E r u n s 89 5 13 3 3 4 7 6 7 L D H
P 6 8 Ja n S o lv e n t B l a n k 8 9 7 13 3 3 4 8 9 1 L D H
P 6 8 Ja n S o l v e n t B l a n k 9 6 1 1 7 9 6 3 0 4 7 M T T
P 6 8 Ja n 10 So l v e n t B l a n k 8 9 8 12 17 2 5 6 3 3 L D H
P 6 8 Ja n 10 So l v e n t B l a n k 9 6 2 1 3 2 0 2 0 11 M T T
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C e l l p a s s a ge
n u m b e r D a t e
D o se f i g P M
e g /m l F u e l T y p e U C D n u m b e r S a m p l e I D
K a w I I I . - 8 I in
c e l l s u p s p g /m l
R a w |I L - 6 | i n
c e l l s u p s
P g ^m l
D o s e C y t o t o x i c
( e i t h e r o b s e r v e d ,
L D l l r e le a s e > 5 0 % ,
o r M T T < 5 0 % )
% V i a bi l i t y /
V o C y t o t o x i c D e s c r i p t i o n
E x p l a n a t i o n f o r
e l i m i n a t i n g c y t o k i n e d a t a
f r o m a n a l y s i s
P 6 8 Ja n B i o d i e s e l 1 9 3 1 12 8 4 7 6 6 3 0 M T T
P 6 8 J a n B i o d i e s e l 9 3 6 1 1 7 8 7 4 8 6 0 M T T
P 6 8 J a n B i o d i e s e l 9 4 1 11 7 8 7 4 9 6 M T T
P 6 8 J a n 1 0 B i o d i e s e l 9 3 2 1 8 7 13 9 7 2 M T T
P6 8 J a n 1 0 B i o d i e s e l 9 3 7 8 0 3 1 6 9 2 M T T
P 6 8 Ja n 1 0 B i o d i e s e l 9 42 10 7 4 2 6 4 3 M T T
P 6 8 Ja n 2 5 B i o d i e s e l 9 3 3 13 2 0 3 7 0 2 M T T
P 6 8 J a n 2 5 B i o d i e s e l 9 3 8 16 1 0 5 10 3 9 M T T
P 6 8 J a n 2 5 B i o d i e s e l 9 4 3 1 3 9 2 0 7 2 1 M T T
P6 8 J a n 5 0 B i o d i e s e l 9 3 4 49 6 8 4 22 7 0 M T T
P 6 8 J a n 5 0 B i o d i e s e l 9 3 9 32 5 5 3 1 7 6 5 M T T
P 6 8 J a n SO B i o d i e s e l 9 4 4 5 0 5 7 2 1 9 4 3 M T T
P 6 8 J a n B i o d i e s e l 9 4 6 1 1 7 9 3 6 5 7 M T T
P 6 8 J a n 10 B i o d i e s e l 9 47 1 1 7 9 7 1 1 6 M T T
P 6 8 J a n 2 5 B i o d i e s e l 9 4 8 2 4 1 0 1 8 3 0 8 M T T
P 6 8 J a n 5 0 B i o d i e s e l 9 4 9 4 5 7 2 2 0 9 2 6 M T T
P 6 8 Ja n 25 D i e s e l 8 89 12 1 7 2 1 4 2 8 L D H
P 6 8 J a n 2 5 D i e s e l 9 5 3 6 7 2 M T T I L - 6 b e l o w d e t e c t i o n l i m i t s
P 6 8 J a n 5 0 D i e s e l 8 90 1 1 0 3 5 1 3 9 L D H
P 6 8 J a n 5 0 D i e s e l 9 5 4 7 7 0 M T T I L - 6 b e l o w d e t e c t i o n l i m i t s
P 6 8 J a n
T u n n e l B l a n k
d u r i n g SE E
r u n s 9 5 6 2 9 2 8 6 6 2 9 M T T
P 6 8 Ja n 10
T u n n e l B l a n k
du r in g SE E
r u n s 9 5 7 19 1 3 1 3 4 0 0 1 1 1 3 95 M T T
P 6 8 J a n 2 5
T u n n e l B l a n k
du r in g SE E
r u n s 9 5 8 1 1 7 1
M T T (< 1 2 %
v i a b i l e )
M T T ( < 1 2 % v i a bi l e )/ c e l l s
r o u n de d s tr e s s e d/L D H
a s s a y o n c o r r e s po n d i n g w e l l
o n s e c o n d p la te (8 94 ) sh o w
(> 8 0% r e l e a s e )
P 6 8 Ja n 5 0
T u n n e l B l a n k
d u r in g S E E
r u n s 9 5 9 1 7 2 2 5 3 5 4 M T T
P 6 8 J a n 2 5 So l v e n t B l a n k 8 9 9 8 7 9 8 8 0 6 8 L D H
P 6 8 J a n 2 5 S o l v e n t B l a n k 9 6 3 1 7 6 9 3 7 5 8 M T T
P 6 8 J a n 5 0 S o l v e n t B l a n k 9 0 0 8 7 9 8 L D H l L - 6 b e l o w d e t e c t i o n l i m it s
P 6 8 J a n 5 0 So l v en t B l a n k 96 4 1 8 3 4 5 2 5 5 M T T
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C e l l
p a s s a g e
n u m b e r D a t e
D o s e f i g
P M e g / m l F u e l T y p e
L C D
n u m b e r S a m p l e I D
R a w I I L - 8 J
i n c e l l s u p s
DS m̂ !
R a w |I L - 6 | i n
c e l l s u p s
Pg /m '
D o s e C y t o t o x i c
( e i th e r o b s e r v e d ,
L D H r e l e a s e >
5 0 % , o r M I T <
5 0 % )
% V i a b i l i t y /
% C y t o t o x i c D e s c r i p t i o n
E x p l a n a t i o n f o r
e l i m i n a t i n g c y t o k i n e
d a t a f r o m a n a ly s i s
P6 8 J a n 1 8 4 5 S R M 19 7 5 19 7 5 8 5 8 1 2 17 2 16 4 6 0
P6 8 J a n 1 8 4 5 S R M 19 7 5 19 7 5 8 5 9 9 9 0 5 19 3 7 0
P6 8 J a n 1 8 4 5 S R M 19 7 5 19 7 5 9 2 2 1 2 13 9 7 79
P6 8 J a n 1 8 S R M 19 7 5 19 7 5 9 2 3 1 1 4 3 7 5 8 5
P6 8 J a n 36 8 9 5 S R M 19 7 5 19 7 5 8 6 0 1 2 17 2 2 7 3 5
P6 8 J a n 3 6 8 9 5 S R M 19 7 5 19 7 5 8 6 1 1 6 8 8 7 19 7 2
P6 8 J a n 3 6 8 9 5 S R M 19 7 5 19 7 5 9 2 4 1 5 0 0 7 8 9 5
P6 8 J a n 3 6 8 9 5 S R M 19 7 5 19 7 5 9 2 5 1 8 7 13 12 3 8
P6 8 J a n 9 2 2 4 S R M 19 7 5 19 7 5 8 6 2 5 1 3 8 9 79 7 4
P6 8 J a n 9 2 2 4 S R M 19 7 5 19 7 5 8 6 3 7 3 3 4 7 8 8 4 9
P6 8 J a n 9 2 2 4 S R M 19 75 19 7 5 9 2 6 10 7 8 8 1 4 8 6 3
P 6 8 Ja n 9 2 2 4 S R M 19 7 5 19 7 5 9 2 7 9 7 18 0 54 0 8
P 6 8 Ja n 1 84 4 7 5 S R M 19 7 5 19 7 5 8 6 4 6 1 4 8 6 10 2 1 0 1
P 6 8 Ja n 1 84 4 7 5 S R M 19 7 5 19 7 5 8 6 5 9 3 2 6 9 10 3 3 54
P 6 8 Ja n 1 84 4 7 5 S R M 19 7 5 19 7 5 9 2 8 14 0 2 5 0 6 5 33 1
P 6 8 Ja n 1 84 4 7 5 S R M 19 7 5 19 7 5 9 2 9 18 8 9 5 8 8 5 2 9 3
P 6 8 Ja n
N e g a t i v e
c o n t r o l
K G M +
0 2%
D M SO 8 5 3 9 9 0 1 2 9
P 6 8 Ja n
N e g a t i v e
c o n l r o l
K G M +
0 2%
D M S O 8 5 4 : 8 0 1 52
P 6 8 Ja n
N e g a t i v e
c o n t r o l
K G M +
0 2%
D MS O 8 5 5 ; 8 0 3 1 6
P 6 8 Ja n
N e g a t i v e
c o n t r o l
K G M +
0 2%
D M SO 9 17 8 3 6 0 82
P6 8 J a n
N e g a t i v e
c o n t r o l
K G M +
0 2%
D M S O 9 18 6 7 2 1 3 7
P6 8 J a n
N e g a t i v e
c o n t r o l
K G M +
0 2%
D M S O 9 19 9 7 1 2 3 3
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C e ll p a s s a g e
n u m b e r D a t e
D o se ^ g P M
e g / m l F u e l T y p e V C D n u m b e r Sa m p l e I D
R a w | 1 L - 8 | i n
c e l l s u p s p g / m l
R a w [ I L - 6 | i n
c e l l s u p s
D o s e C y t o t o x i c
(e i t h e r o b s er v e d ,
L D H r e l e a s e > 5 0% ,
o r M T T < 5 0 % )
% V i a b i l i t y /
% C y t o t o x i c D e s c r i p t i o n
E x p l a n a t i o n f o r
e li m i n a t i n g c y t o k i n e d a t a
f r o m a n a l y s is
P 7 4 Fe b B i o d ie s e l 9 9 3 3 5 5 4 3 2 5 3 2 0 3 0 9 6 2 9 M T T
P 7 4 Fe b B i o d ie s e l 9 9 4 3 8 8 6 9 2 6 1 4 10 0 9 6 2 2 M T T
P 7 4 Fe b B i o d ie s e l 9 9 5 4 8 8 6 1 3 2 1 0 3 3 8 7 5 9 M T T
P 7 4 F e b B i o d ie s e l 9 9 6 4 1 9 4 6 2 8 3 9 0 6 1 0 2 4 4 M T T
P 7 4 F e b 1 0 B i o d i e s e l 1 0 0 2 1 2 8 0 6 5 3 7 0 M T T
P 7 4 Fe b 1 0 B io d ie s e l 1 0 0 3 13 9 < 6 9 4 0 M T T
P 7 4 Fe b B io d ie s e l 1 0 0 4 9 3 3 1 4 4 9 5 M T T
P 7 4 F e b 2 5 B io d ie s e l 1 0 0 5 1 1 0 6 2 1 1 2 6 7 M T T
P 7 4 F e b 2 5 B i o d ie s e l 1 0 0 6 9 6 4 8 7 2 9 4 M T T
P 7 4 F e b 2 5 B i o d ie s e l 1 0 0 7 7 3 9 2 3 1 9 2 M T T
P 7 4 F e b 4 0 B i o d ie s e l 1 0 0 8 6 7 4 0 1 2 3 5 8 6 2 8 3 7 0 M T T
P 7 4 F e b 4 0 B i o d i e s e l 1 0 0 9 5 1 7 7 0 2 0 6 0 9 1 1 0 2 9 8 M T T
P7 4 F e b 4 0 B i o d i e s e l 1 0 1 0 6 1 8 9 1 1 8 3 1 9 1 9 5 1 3 M T T
P7 4 F e b 10 B i o d i e s e l 1 0 1 1 1 16 7 9 6 3 4 4 M T T
P 7 4 F e b B i o d ie s e l 1 0 1 2 1 0 6 5 4 7 2 9 4 M T T
P 7 4 F e b B i o d ie s e l 1 0 1 3 1 5 1 2 5 i 6 8 6 MT T
P 7 4 F e b 2 5 B i o d i e s e l 1 0 1 4 1 6 0 0 5 9 8 2 0 M T T
P7 4 F e b 2 5 B i o d i e s e l 1 0 1 5 1 5 5 2 0 1 0 4 9 1
P7 4 F e b 2 5 B i o d i e s e l 1 0 1 6 1 2 0 5 2 6 4 6 4
P7 4 F e b 4 0 B i o d i e s e l 1 0 1 7 1 4 2 9 9 3 4 19 2 9 7 3 8 M T T
P 7 4 F e b 4 0 B i o d i e s e l 1 0 1 8 1 4 1 7 0 M T T
P 7 4 F e b B i o d i e s e l 1 0 1 9
M T T (O D
v a l u e lo w )
M T T (O D v a l u e l o w ) /
r e f r a c t o r y d e p o s i t
P 7 4 F e b B i o d i e s e l 1 0 2 0 1 2 2 1 9 3 9 8 3
P 7 4 F e b B i o d i e s e l 1 0 2 1 1 4 9 5 0 7 0 5 8
P 7 4 F eb 10 B i o d i e s e l 1 0 2 2 4 3 6 8
P 7 4 F eb 2 5 B i o d i e s e l 1 0 2 3 9 6 8 8 3 0 5 8
P 7 4 F eb 2 5 B io d i e s e l 1 0 2 4 1 0 6 9 5
P 7 4 F e b 2 5 B i o d i e s e l 1 0 2 5 1 14 7 2
P 7 4 F eb 4 0 B io d i e s e l 1 0 2 6 7 9 8 9 8 1 9 3 0 8 0 7 7 0 2
M T T /
R e fr a c t o r y
de p o s i t b u t
de t e c t a b l e
l e v e l s o f
c y t o k in es
T h e I L - 6 c o n c e n t r a t i o n s a r e
h i g h f o r B E A S R e f r a c t o r y
d e p o s i t r e m a i n u n e x p la i n e d
a n d m a y b e i n t e r f e r in g w i t h
th e I L - 6 a s s a y
P 7 4 B io d i e s e l 8 4 4 4 4 3 4 5 9 7 5 8 7 2 8 M T T
P 7 4 F eb B io d i e s e l 1 0 2 8
110
19 8 0
M T T ( O D
v a lu e
l o w )/ r e f r a c t o
r y d e p o s i t
M T T (O D v a l u e
lo w )/r e f r a c t o r y de p o s i t / I L 8
& I L 6 l e v e l l o w
C e l l p a s s a g e
n u m b e r
D o s e fi g P M
e g / m l F u e l T y p e U C D n u m b e r S a m p l e I D
R a w | I U 8 | i n
c e ll s u p s p g / n i l
R a w | l l ^ 6 | i n
c e l l s u p s
D o s e C y t o t o x i c
(e i t h e r o b s e r v e d ,
I . D H r e le a s e > 5 0 % ,
o r M T T < 5 0% )
% V i a b i U ty /
% C y t o t o x ic D e s c r i p t i o n
E x p l a n a t i o n fo r
e li m i n a t i n g c y t o k i n e d a t a
f r o m a n a ly s i s
P 7 4 F e b 1 5 5 0 8 6 3 4 4 0
P 7 4 F e b D ie s e l 12 0 5 2 3 2 6 0
D ie s e l 1 0 3 1 12 4 2 8 5 4 9 4
D ie s e l 10 3 2 10 1 2 9 5 6 1 6
F e b D ie s e l 1 0 3 3 10 2 9 0 6 3 4 4
F e b 2 5 D ie s e l 1 0 3 4 10 8 9 8 5 6 1 6
P 7 4 F e b 4 0 3 8 8 6 9 6 8 0 0
P 7 4 Fe b % v i ab il it y < 5 0%
D ie s e l 10 3 7 2 7 0 3 % v i ab il it y < 5 0
°
/
P 7 4 Fe b
T u n n e l B l a n k
d u r i n g SE E r u n s 1 0 3 8 9 1 3 3 l L - 6 b el o w d e t e c t i o n
F e b
T u n n e l B l a n k
d u r i n g SE E r u n s 1 0 3 9 9 7 6 8 M T T l L - 6 b e lo w d e t e c t io n
P 7 4 Fe b
T u n n e l B l a n k
d u r i n g SE E r u n s l L - 6 b e lo w d e t e c ti o n
P 7 4 Fe b
T u n n e l B l a n k
d u r i n g SE E r u n s l L
- 6 b e lo w d e t e c t io n
F e b
T u n n e l B l an k
d u r i n g SE E m n s 1 0 4 2 1 1 1 8 4 0 8 5 4 M T T
P 74 Fe b 2 5
T u n n e l B l a n k
d u ri n g S E E r u n s M T T
Fe b
T u n n e l B l a n k
d u r in g S E E r u n s 1 0 4 4 4 7 7 4 2 2 0 0 7 5 7 1 10 5 2
MT T / R e fr a c t o r y
d e p o s i t b u t
d e t ec t a b l e l e v e l s o f
c y t o k i n e s
R e fr a c t o r y d e p o s i t b u t
d et e c ta b le le v e l s o f
cy t o k in e s
F e b
T u n n e l B l a n k
d u r in g S E E r u n s 1 0 4 5 6 1 7 5 2 2 3 4 1 8
M T T / R e fr a c t o r y
d e p o s i t b u t
d e t e c t a b l e l e v e l s o f
c y t o k i n e s
R e fr a c t o r y d e p o s it b u t
d e t e c t a b le le v e l s o f
c y t o k in e s
P7 4 F e b
T u n n el B l a n k
d u r in g S E E r u n s 1 0 4 6 1 1 3 3
MT T (O D v a lu e
l o w )/r ef r a c t o ry
d e p o s i t
M T T (O D v a lu e
lo w j / r e f r a c t o r y d e p o s it
P7 4 F e b S o l v e n t B l a n k
F e b S o l v e n t B l an k 1 0 4 8 14 1 7 0 l L - 6 b el o w d e t e c t io n
F e b S o l v e n t B l a n k I L - 6 b e l o w d e t ec t io n
P7 4 S o l v e n t B la n k l L - 6 b e l o w d et e c t io n
P7 4 F eb S o l v e n t B l a n k 1 0 5 1 I L - 6 b el o w d e t e c t io n
F e b S o l v e n t B l a n k 1 0 5 2 1 10 6 2
F eb 4 0 S o l v e n t B la n k
F e b 4 0 S o l v e n t B la n k l L - 6 b e l o w d e t e c t io n
F e b 4 0 S o l v en t B l a n k
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C e l l p a s s a g e
n u m b e r D a t e
D o s e ^ g P M
e g / m l F u e l T y p e U C D n u m b e r S a m p l e I D
R a w |I L - 8 ] i n
c e l l s u p s p g / m l
R a w | I L - 6 | i n
c e l l s u p s
P g / m 1
D o s e C y t o t o x i c
( e it h e r o b se r v e d ,
L D H r e l e a s e > 5 0% ,
o r M T T < 5 0 % )
% V i a b i l it y /
V o C y t o t o x i c D es c ri p t i o n
E x p l a n a t i o n f o r
e l i m i n a t i n g c y t o k i n e d a t a
f r o m a n a l y s i s
P 7 4 F e b S RM 19 7 5 1 9 7 5 9 8 4 1 7 9 3 6 9 9 3 2 0
P 7 4 F e b 1 0 S R M 1 9 7 5 1 9 7 5 9 8 5 2 2 6 7 6 9 9 3 2 0
P 7 4 Fe b 1 0 S R M 1 9 7 5 1 9 7 5 9 8 6 2 3 8 4 5 1 0 3 8 0
P 7 4 F e b 2 5 S RM 19 7 5 1 9 7 5 9 8 7 1 6 9 4 2 1 3 0 1
P 7 4 F e b 2 5 S R M 1 9 7 5 1 9 7 5 9 8 8 1 5 2 1 2 9 8 2
P 7 4 F e b 2 5 S R M 1 9 7 5 1 9 7 5 1 5 8 2 8 1 5 4 6 9
P 7 4 F e b 5 0 S R M 1 9 7 5 1 9 7 5 9 9 0 1 3 1 0 2 1 1 2 6 7
P 7 4 F e b 5 0 S RM 19 7 5 1 9 7 5 9 9 1 1 5 0 3 8 12 7 9 6
P 7 4 F e b 5 0 S RM 19 7 5 1 9 7 5 9 9 2 1 6 3 6 0 13 4 4 4
P 7 4 F e b 3 6 8 9 5 S R M 1 9 7 5 1 9 7 5 9 9 7 2 3 0 1 5 2 5 7 0
P 7 4 F e b 3 6 8 9 5 S RM 19 7 5 1 9 7 5 9 9 8 2 2 5 7 9 2 0 8 6
F e b 3 6 8 9 5 S R M 19 7 5 19 7 5 9 9 9 2 4 0 9 0 2 1 8 8
P 7 4 F e b 3 6 8 9 5 S R M 1 9 7 5 1 9 7 5 1 0 0 0 1 9 7 7 9 1 9 1 2
P 7 4 F e b 9 2 2 3 8 S R M 1 9 7 5 1 9 7 5 1 0 7 1 3 6 4 3 5 3 5 5 6 12 3 3 5 M T T
ce l l d e t t a c hm e n t a n d
r o u n d i n g b u t d e t e c t a bl e
l e v e l s o f c y t o k i n e s
P 7 4 F e b 9 2 2 3 8 S R M 1 9 7 5 1 9 7 5 1 0 7 2 2 7 2 9 5 2 8 3 9 1 1 4 5 6 M T T
c e l l d e t t a c hm e n t a n d
r o u n d i n g b u t d e t e c t ab l e
l e v e l s o f c y t o k in e s
F e b 9 2 2 3 8 S R M 1 9 7 5 1 9 7 5 1 0 7 3 3 1 1 9 9 3 3 6 1 M T T
ce l l d e t t a c hm e n t a n d
r o u n d i n g b u t d e t e c t a bl e
l e v e l s o f c y t o k i n e s
P 7 4 F e b 1 8 4 4 7 5 S R M 1 9 7 5 1 9 7 5 1 0 7 4 2 6 3 3 1 6 8 2 4 8 3 6 2 M T T
c e l l d e t t a c hm en t a n d
r o u n d i n g b u t de t e c t a b le
l e v e l s o f c y t o k in e s
P 7 4 F e b 1 8 4 4 7 5 S RM 19 7 5 1 9 7 5 1 0 7 5 4 2 0 6 4 9 0 5 2 7 0 9 5 M T T
ce l l d e t t a c lm i e n t a n d
r o u n d i n g b u t d e t e c t a b l e
l e v e l s o f c y t o k in e s
P 7 4 F e b 1 8 4 4 7 5 S R M 1 9 7 5 1 9 7 5 1 0 7 6 3 1 6 7 8 1 1 0 2 0 8 3 3 9 M T T
c el l d e t t a c hm en t a n d
r o u n d i n g b u t d e t e c t a b le
l e v e l s o f c y t o k i n e s
P 7 4 F e b N eg a t i v e c o n t r o l
K G M + 0 2 %
D M SO 9 8 1 1 7 2 1 1 7 0 6
P 7 4 F e b N e g a t i v e c o n t r o l
K G M + 0 2 %
D M SO 9 8 2 1 9 8 2 6 9 14 2
P 7 4 F eb N e g a t iv e c o n t r o l
K G M + 0 2 %
D M SO 9 8 3 1 9 2 2 1 7 1 7 6
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C e ll p a s s a g e
n u m b e r D a t e
D o s e f i g P M
e g /m l F u e l T y p e U C D n u m b e r S a m p l e I D
R a w |U ^ 8 | in
c e l l s u p s p g / m l
R a w |I I ^ 6 | i n
c e l l s u p s
D o s e C y t o t o x i c
( e i t h e r o b s e r v e d ,
I . D H r e l e a s e > 5 0 % ,
o r M T T < 5 0 % )
% V i a b i l i t y /
% C y t o t o x ic D e s c r i p t i o n
E x p l a n a t i o n f o r
e l i m i n a t i n g c y t o k i n e d a t a
f r o m a n a l y s i s
P 6 7 M a r c h 10 B io d i es e l 2 1 1 1 0 8 9 7 1 0 3 4 1 1 0
P6 7 M a r c h 10 B io d i es e l 2 1 1 1 0 9 0 7 2 2 0 5 2 3 0
P 6 7 M a r c h 1 0 B io d i es e l 2 1 1 10 9 1 6 8 1 1 5 0 2
P 6 7 M a r c h 2 5 B io d i es e l 2 1 1 10 92 8 1 1 0 9 2 6
P 6 7 M a r c h 2 5 B io d i es e l 2 1 1 10 9 3 5 6 6 4 7 7 3
P 6 7 M a r c h 2 5 B io d ie s e l 2 1 1 1 0 9 4 6 9 2 8 6 1 5
P6 7 M a r c h 4 0 B i o d ie s e l 2 1 1 10 9 5 1 7 4 6 5 13 4 4
P6 7 M a r c h 4 0 B i o d ie s e l 2 1 1 10 96 1 0 6 2 2 9 0 4
P 6 7 M a r c h 4 0 B io d i e s e l 2 1 1 10 9 7 1 2 9 1 8 10 6 6
P 6 7 M a r c h 10 B io d i es e l 3 13 1 0 9 8 5 2 7 0 3 7 0
P 6 7 M a r c h 10 B io d i es e l 3 13 1 0 9 9 5 3 2 6 4 2 5
P6 7 M a r c h 10 B io d i es e l 3 13 1 1 0 0 4 8 2 6 5 4 4
P 6 7 M a r c h 2 5 B io d i es e l 3 13 1 10 1 6 1 1 9 7 4 4
P 6 7 M a r c h 2 5 B io d ie s e l 3 1 3 1 1 02 5 4 9 5 5 3 7
P 6 7 M a r c h 2 5 B i o d i es e l 3 1 3 1 103 7 1 0 3 5 6 5
P 6 7 M a r c h 4 0 B io d i e s e l 3 13 1 1 0 4 1 1 5 0 5 14 5 0
P6 7 M a r c h 4 0 B i o d ie s e l 3 1 3 110 5 6 4 0 6 7 5 8
P6 7 M a r c h 4 0 B i o di e s e l 3 1 3 1 106 7 6 3 3 8 9 7
P 6 7 M a r c h 1 0 B i o di e s e l 4 1 4 1 1 0 7 3 9 5 5 3 0 1
P 6 7 M a r c h 10 B i o d i es e l 4 14 1 1 0 8 4 1 7 0 3 9 7
P6 7 M a r c h 1 0 B i o d ie s e l 4 1 4 1 10 9 3 1 6 3 3 4 9
P 6 7 M a r c h 2 5 B i o di e s e l 4 1 4 1 1 1 0 4 9 9 2 4 3 2
P 6 7 M a r c h 2 5 B i o d ie s e l 4 1 4 1 1 1 1 4 2 7 8 3 2 2
P 6 7 M a r c h 2 5 B i o d i e s e l 4 14 1 1 1 2 3 4 2 4 2 6 8
P 6 7 M a r c h 4 0 B i o d ie s e l 4 14 1 1 1 3 2 6 5 0
P 6 7 M a r c h 4 0 B i o d ie s e l 4 14 1 1 1 4 2 6 5 0 2 8 1
P 6 7 M a r c h 4 0 B i o d ie s e l 4 14 1 1 1 5 2 2 4 9 2 9 5
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C e l l p a s s a g e
n u m b e r D a t e
D o se n g P M
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R aw 111^ 8 ] i n
c e l l s u p s p g / m l
R a w | I L - 6 | i n
c e l l s u p s
D o s e C y t o t o x ic
(e i t h e r o b s e r v e d ,
L D H r e l e a s e > 5 0 % ,
o r M T T < 5 0% )
% V i a b i l i ty /
% C y t o t o x i c D e s c r i p t i o n
E x p l a n a t i o n f o r
e l i m i n a t i n g c y t o k i n e d a t a
f r o m a n a ly s i s
P6 7 M a r c h 1 0 D i e s e l 5 1 5 1 1 1 6 1 7 13 2 0 8 0
P6 7 M a r c h 1 0 D i es e l 5 1 5 1 1 1 7 3 2 9 0
P6 7 M a r c h 1 0 D i e s el 5 1 5 1 1 1 8 3 2 9
P6 7 M a r c h 2 5 D i e s el 5 1 5 1 1 1 9 3 7 9 4 3 2 2
P6 7 M a r c h 2 5 D i e s e l 5 1 5 1 12 0 4 5 5 1 2 9 5
P 6 7 M a r c h 2 5 D i e s el 5 1 5 1 12 1 3 3 7 2 2 9 5
P6 7 M a r c h D i e s el 5 1 5 1 12 2 3 9 0
P6 7 M a r c h D i e s e l 5 1 5 1 12 3 4 0 6 2 4 3 9
M a r c h D i e s e l 5 1 5 1 12 4 4 0 0 9 4 7 3
M a r c h
T u n n e l B l a n k
d u r in g SE E r u n s 6 1 6 1 12 5 2 9 5 6
P6 7 M a r c h 1 0
T u n n e l B la n k
d u r in g S E E r u n s 6 1 6 1 12 6 2 3 9 8 2 0 8
P 6 7 M a r c h 1 0
T u n n e l B l a n k
d u r in g SE E r u n s 6 1 6 1 12 7 3 3 19 2 2 8
P6 7 M a r c h 2 5
T u n n e l B la n k
d u r in g S E E r u n s 6 1 6 1 12 8 3 4 2 4 2 5 4
P 6 7 M a r c h 2 5
T u n n e l B l a n k
d u r in g SE E r u n s 6 1 6 1 12 9 2 5 4
P 6 7 M a r c h 2 5
T u n n e l B la n k
d u r in g S E E r u n s 6 1 6 1 1 3 0 3 8 4 8 3 9 0
P 6 7 M a r c h
T u n n e l B la n k
d u r i n g SE E r u n s 6 16 1 13 1 4 9 3 6 3 7 6
P 6 7 M a r c h 4 0
T u n n e l B l a n k
d u r i n g SE E r u n s 6 1 6 1 13 2 3 6 8 8 2 9 5
P 6 7 M a r c h
T u n n e l B l a n k
d u r in g SE E r u n s 6 1 6 1 13 3 2 7 5 1 2 7 4
P 6 7 M a r c h 1 0 S o l v e n t B l a n k 8 2 8 1 13 4 2 5 4 9 2 3 4
P 6 7 M a r c h S o l v e n t B l a n k ! 2 8 1 13 5 2 1 5 0 2 0 1
P 6 7 M a r c h S o l v e n t B l a n k 8 2 8 1 13 6 2 1 0 1 2 2 1
P 6 7 M ar c h 2 5 S o l v e n t B l a n k i 2 8 1 13 7 2 0 0 3 2 2 1
P 6 7 M ar c h 2 5 S o l v e n t B l a n k 8 2 8 1 1 3 8 2 7 5 1 2 4 8
P 6 7 M a r c h 2 5 S o l v e n t B l a n k 8 2 8 1 13 9 3 4 2 4
P 6 7 M a r c h 4 0 S o l v e n t B l a n k 8 2 8 1 14 0 2 4 4 8 2 6 1
P 6 7 M a r c h 4 0 S o l v e n t B l a n k 8 2 8 1 14 1 2 9 0 5
P 6 7 M a r c h S o l v e n t B l a n k 8 2 8 1 14 2 3 5 2 9 2 6 1
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C e l l p a s s a g e








M a r c h
M a r c h
M a r c h
M a r c h
M a r c h
M a r c h
M a r c h
M a r c h
M a r c h
M a r ch
M a r c h
M a r c h
M a r c h
M a r c h
M a r c h
M a r ch
M a r c h
M a r ch
M a r c h
M a r c h
M a r c h
M a r c h
M a r c h
M a r c h
M a r c h
M a r c h
M a r c h
D o s e ^ g P M
e g / m l
5 0
F u e l T y p e
S R M 1 9 7 5
SR M 19 7 5
S R M 1 9 7 5
S R M 1 9 7 5
S R M 1 9 7 5
S R M 1 9 7 5
S R M 1 9 7 5
N e g a t i v e c o n t r o l
N e g a t i v e c o n t r o l
N eg a t i v e c o n tr o l
N eg a t i v e c o n t r o l
N e g a t i v e c o n t r o l
N eg a t i v e c o n t r o l
N e g a t i v e c o n t r o l
N e g a t i v e c o n t r o l
N eg a t i v e c o n t r o l
I I C D n u mb e r
K G M + 0 2 %
D M S O
K G M + 0 2%
D M S O
K G M + 0 2 %
D M S O
K G M + 0 2 %
D M S O
K G M + 0 2 %
D M S O
K G M + 0 2%
D M S O
K GM ^ 0 2%
D M S O
K G M + 0 2 %
D M S O
K G M + 0 2 %
D M S O







R a w | I L - 8 | i n
c e ll s u p s p g/ m l
3 7 4 1
5 5 5 1
5 8 3 4
5 6 6 3 7
5 0 4 7 1
5 3 2 6 1
5 2 14 2
R aw | I L - 6 | i n
c e l l s u p s
3 6 9 5
3 5 5 8
4 1 7 8
5 2 2 6
14 0 4 1
3 0 14
3 4 9 0
D o s e C y t o t o x ic
( e i t h e r o b s e r v e d ,
L D H r e l e a s e > 5 0%
,
o r M TT < 5 0% )
0
0
% V i a b il i t y /
% C y l o l o i ic
7 6 4
12 5 1
D e s e r i p t io n
M T T (O D v a lu e
lo w ) - w e l l y e l lo w
M T T (O D v a lu e
lo w ) - w e U y e l lo w
M T T (O D v a lu e
lo w ) - w el l y e l l o w
E x p l a n a t i o n f o r
e l i m i n a t i n g c y t o k i n e d a t a
fr o m a n a l y s is
M T T (O D v a l u e l o w ) / I L
8 v a lu e l o w f o r e x p o s u r e
g r o u p / e x c lu de I L
- 6 d a t a to
b e c o n s i s t e n t
M T T (O D v a l u e l o w ) / IL
8 v a lu e l ow f o r e x p o s u r e
g r o u p / e x c lu de l L
- 6 d a t a t o
b e c o n s is t en t
M I 1 { V L> v a l u e l o w ) / IL
v a lu e l o w f o r e x p o s u r e
g r o u p / e x c l u d e l L
- 6 d a t a to
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c q /m l F u e l T y p e U C D n u mb e r S a m p l e I D
R a w |I L - 8 | i n
c e l l s u p s p g /m l
R a w |I 1^ 6 | i n
c e l l s u p s
l >g / " ^
D o s e C y t o t o x ic
(e it h e r o b s e r v e d ,
L D H r e l e a s e > 5 0 % ,
o r M T T < 5 0 % )
% V i a b i l i t y /
% C y t o t o x i c D e s c r i p t io n
E x p la n a t i o n f o r
e l i m i n a t i n g c y t o k i n e d a t a
f r o m a n a ly s i s
P 7 3 A p r i l 4 7 B i o di e s e l 11 12 1 3 1 19 8 2 5 9 5 1 3 0 5 9 0
P 73 A p r i l 4 7 B i o d ie s e l 1 1 1 2 1 3 1 19 9 2 6 2 0 1 2 1 7 6 0
P 7 3 A p r i l 4 7 B i o d ie s e l 1 1 1 2 1 3 1 2 0 0 3 1 4 5 8 2 5 1 7
P 7 3 A p r il 4 7 D i e s e l 15 1 2 0 1 1 9 6 8 6 4 2 1 1
P 7 3 A p r i l 4 7 D i e s e l 15 120 2 164 3 3 2 4 5 6
P 7 3 A p r i l 4 7 D i e s e l 15 120 3 2 37 2 0 4 5 2 4
P 7 3 A p r i l 5 1 S o l v e n t B l a n k 2 8 1 20 4 1 4 1 2 0 7 2 4
P 73 A p r i l 5 1 S o l v e n t B l a n k 2 8 1 2 0 5 1 16 5 2 6 8 9
P 7 3 A p r i l 5 1 S o l v e n t B l a n k 2 8 1 2 0 6 8 7 4 0 5 8 3
P 7 3 A p r i l 4 5
T u n n e l B l a n k
d u r i n g D i e s e l r u n s 1 9 1 2 0 8 1 2 0 3 1 1 2 1
P 7 3 A p r i l 4 5
T u n n e l B l a n k
d u r in g D i e s e l r u n s 1 9 1 2 0 9 1 10 6 1
P 7 3 A p r i l 4 5
T u n n e l B l a n k
du r in g D i e s e l r u n s 1 9 1 2 1 0 1 5 1 8 4 7 9 6
P 73 A p r i l 4 5
T u n n e l B l a n k
d u r in g D i e s e l r u n s 19 12 1 1 10 5 2 7 4 6 3
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C e l l p as s a g e
n u m b e r D a t e
D o s e fi g P M
e g / m l Fu e l T y p e U C D n u m b e r Sa m p l e I P
R a w | I U 8 | i n
c e ll s u p s p g / m l
R a w | I U 6 | i n
c e l l s u p s
£ g An [
D o s e C y t o t o x i c
( ei t h e r o b s e r v ed ,
L D H r e l e a s e > 5 0 % ,
o r M T T < 5 0 % )
% V i a b i l it y /
% C y t o t o i Li c D e s c ri p t io n
E x p l a n a t i o n f o r
e li m i n a t i n g cy t o k i n e d a t a
f r o m a n a ly s i s
P 7 3 A p r i l S R M 19 7 5 19 7 5 1 17 6 14 5 1 1 10 0 4 8 0
P 7 3 A p r i l S R M 19 7 5 12 4 6 3 0
P 7 3 A p r i l S R M 19 7 5 1 9 7 5 1 17 8 2 0 1 5 9 14 3 5 3
^ P" ' 2 5 S R M 19 7 5 1 9 7 5 1 17 9 1 5 0 7 2 2 3 6 5 7
P 7 3 A p r i l 2 5 SR M 19 7 5 1 9 7 5 1 1 8 0 1 9 7 4 5 2 7 3 0 3
P 7 3 A p r i l 2 5 S R M 19 7 5 1 18 1 14 9 5 9 3 5 9 2 3
P 7 3 A p r i l 5 0 S R M 19 7 5 19 7 5 1 18 2 16 1 4 7 2 2 3 5 6
A p r i l S R M 19 7 5 1 9 7 5 1 18 3 14 2 3 2 8 8 6 2
A p r i l 5 0 SR M 19 7 5 1 9 7 5 1 18 4 1 5 1 8 4 12 6 5 0
A p r i l 3 6 8 9 5 SR M 19 7 5 1 9 7 5 1 1 8 5 19 1 8 8
P 7 3 A p r i l 3 6 8 9 5 SR M 19 7 5 1 9 7 5 1 18 6 2 3 5 9 7 2 3 8 5 8
A p r i l 3 6 8 9 5 S R M 19 7 5 19 7 5 1 18 7 2 5 5 13 2 4 0 6 0
A p r il 9 2 2 3 8 SR M 19 7 5 19 7 5 1 18 8 9 1 9 111) 1 19 2 1 M T T
1L 8 & I L 6 c o n c e n t r a t i o n s
f o r t h is w e ll w e r e h i g h er
t ha n t h e o th e r 2 w e l ls
e x p o s e d a t t lu s d o s e
A p r i l 9 2 2 3 8 S R M 19 7 5 19 7 5 17 6 4 0 4 3 2 9 3 12 8 7 5 M T T
A p r i l 9 2 2 3 8 S R M 19 7 5 19 7 5 1 19 0 3 1 1 1 0 12 9 2 6 MT T
P 7 3 A p r i l 18 4 4 7 5 SR M 19 7 5 2 5 7 0 0 4 8 3 0 2 86 0 3 M T T
P 7 3 A p r il 18 4 4 7 5 SR M 19 7 5 1 9 7 5 1 19 2 2 4 1 5 0 4 2 5 3 7 7 8 7 7 M T T
P 7 3 A p r il 18 4 4 7 5 SR M 19 7 5 1 19 3 3 15 2 4 4 1 4 6 1 5 7 4 0 M T T
P 7 3 A p r i l N e g a t i v e c o n t r o l
K GM + 0 2%
D M S O 1 17 3 8 8 9 6 5 3 13
P 7 3 A p r il N e g a t i v e c o n t r o l
K G M I 0 2%
D M SO 1 17 4 1 19 7 7 3 6 1 3
A p r il N e g a t i v e c o n tr o l
K G M + 0 2%
D M SO 4 4 5 5
P 7 3 A p r il N e g a t i v e c o n t r o l
K G M + 0 2%
D M SO 1 19 4 1 18 6 9 3 4 4 6
P7 3 A p r il N e g a t i v e c o n tr o l
K G M + 0 2%
D M SO 4 1 16
A p r i l N e g a t i v e c o n t r o l
K G M ^ 0 2%
D M S O 4 3 7 0
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V I T A
K im b e r ly Je s s u p Sw a n s o n e n t e r e d V i r g i n i a P o l y t e c h n i c I n s t i t u t e a n d S t a t e U n i v e r s i t y i n F a l l
o f 1 9 9 4 . W h i le p u r s u i n g h e r u n d e r g r a d u a t e d e g r e e , s h e w o r k e d a t t h e V i r g in ia - M a r y l a n d
R e g i o n a l C o l le g e o f V e t e r i n a r y M e d i c i n e a s a l i c e n s e d v e t e r i n a r y t e c h n i c i a n . S h e
g r a d u a t e d M a g n a C u m L a u d e w i t h a B a c h e lo r o f S c i e n c e D e g r e e in B i o l o g y , a n d a m i n o r in
C h e m i s t r y , i n t h e s p r i n g o f 1 99 8 . S h e e n t e r e d P e a c e C o r p s s e r v i c e i n Ju n e 19 9 9 w h e n s h e
d e p a r t e d f o r G h a n a , w h e r e s e r v e d a s a h i g h s c h o o l c h e m i s t r y t e a c h e r S h e s u c c e s s f u l ly
f u l fi l l e d h e r a s s i g n m e n t i n 2 0 0 1 . S h e b e g a n h e r g r a d u a t e s c h o o l t r a in i n g a t U N C - C H
S c h o o l o f P u b l i c H e a t h i n t h e E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e s a n d E n g i n e e r i n g D e p a r t m e n t in t h e
sp r i n g o f 2 0 0 3 a n d s u c c e s s f u l l y d e f e n d e d h e r t h e s i s i n t h e s u m m e r 2 0 0 6 . S h e i s a m e m be r
o f P h i B e t a K a p p a .
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